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ALB   albumin 
BIL   bilirubin  
BSA   goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
BVR   biliverdin reduktaza 
Bδ    δ-bilirubin 
DMSO  dimetil sulfoksid 
EDC   1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid hidroklorid 
Ex vivo izven živega organizma 
High throughput      visokozmogljive metode rešetanja spojin, tj. analize interakcij  
screening                   novih zdravil, kjer v kratkem času dobimo veliko število rezultatov 
HO-1   hem oksigenaza 1  
In vivo  izvajanje poskusov na živalih 
In vitro izvajanje poskusov na celicah, tkivih, ki se nahajajo izven svojega 
naravnega okolja (v petrijevkah, epruvetah, čašah itd.) 
LIGANDIN  glutation S-transferaza A (angl. glutathione-S-transferase A) 
NADPH  nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NHS                           N-hidroksisukcinimid 
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Že v preteklosti je bilirubin povzročal številne težave in celo smrtnost pri novorojenčkih. 
Čeprav je že leta 1968 fototerapija postala ključna metoda za zdravljenje hiperbilirubinemije 
(Stokowski, 2006), danes še vedno ne razumemo celotnega mehanizma delovanja bilirubina. 
Bilirubin je v visokih koncentracijah nevrotoksičen, medtem ko v nizkih koncentracijah 
deluje zaščitno, ker je antioksidant in deluje protivnetno (Sedlak in Snyder, 2004). 
 
Pri zdravih ljudeh je vrednost celokupnega bilirubina v krvi med 5 in 17 µM (Martelanc in 
sod., 2014). V raziskavah so ugotovili, da 10 µM (0,00585 g/L) koncentracija bilirubina 
zmanjšuje tveganje obolevanja za srčno-žilnimi boleznimi (Novotny in Vitek, 2003). 
Bilirubin prav tako zmanjšuje tveganje za nastanek povišanega krvnega tlaka in ščiti pred 
aterosklerozo (Ziberna in sod., 2016). Z vidika preventivne medicine postaja bilirubin 
pomembna molekula, saj predstavlja napovedni biološki kazalec za določena bolezenska 
stanja, ki jih lahko še preprečimo, če jih odkrijemo pravočasno (Novotny in Vitek, 2003; 
Vaishnav in sod, 2015). 
 
Želeli smo sestaviti model, s katerim bi lahko v prihodnosti analizirali zdravilne učinkovine 
in določali njihovo interakcijo z bilirubinom ter vezavo na albumin. Zdravilne učinkovine, 
ki izpodrivajo bilirubin z njegovega vezavnega mesta na albuminu, so lahko nevarne za 
novorojenčke in bolnike z nekaterimi bolezenskimi stanji. V prihodnosti pa bomo lahko 
morda prav z zdravilnimi učinkovinami uravnavali raven izpodrinjenega bilirubina in tako 
zmanjševali obolevanja, ki so povezana s povečanim oksidativnim stresom in/ali vnetjem.  
 
Namen pričujoče raziskave je bil izmeriti ravnotežje med vezanim in nevezanim 
nekonjugiranim bilirubinom na albuminu v in vitro pogojih. Preučili smo vpliv izbranih 
zdravilnih učinkovin na vezavno ravnotežje in opredelili, ali prihaja med zdravilno 
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1. Določene zdravilne učinkovine imajo kompetitivno interakcijo z bilirubinom na 
vezavnem mestu na albuminu. 
2. Razmerje med albuminom in bilirubinom v prisotnosti zdravilnih učinkovin, ki imajo 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 FIZIOLOŠKA VLOGA IN FIZIOLOGIJA BILIRUBINA 
Bilirubin (BIL) je svoje ime dobil po predponi bili (bile – žolč) in besedi rubin, ki izhaja iz 
njegove značilne rdečeoranžne barve v kristalizirani obliki (Roth, 2007). BIL je hidrofoben 
pigment, zgrajen iz odprte verige tetrapirolnega obroča, in nastane kot posledica katabolizma 
hema, predvsem pri razgradnji eritrocitov. Proces poteka v celicah retikuloendotelijskega 
sistema, kamor vključujemo vranico, jetra in kostni mozeg. V hemolizo vstopajo stari in 
poškodovani eritrociti, saj je njihova življenjska doba približno 110 do 120 dni. Hemoglobin 
v makrofagu razpade na globin, ki predstavlja peptidni del molekule, ter hem (McCandless, 
2011). V nadaljevanju se globin razgradi do aminokislin, ki se nato skupaj z železom 
ponovno uporabijo v procesu eritropoeze (Korman-Frangeš in Lajtner, 2000). Hem je 
toksična molekula, saj vsebuje Fe2+ v tretjem pirolnem obroču. Zgrajen je iz 
protoporfirinskega obroča in pod vplivom hem oksigenaze (HO-1) razpade na topen zeleni 
pigment, imenovan biliverdin IXα (Furlan, 2005). Z oznako α identificiramo lokacijo cepitve 
hem oksigenaze na enem od štirih možnih CH-skupin, ki tvorijo pirolne obroče. Hem 
oksigenaza selektivno cepi tetrapirolni obroč na α poziciji (Roth, 2007). Za to reakcijo so 
potrebne ena molekula NADPH in tri molekule kisika (O2), sprostita pa se ena molekula 
ogljikovega monoksida (CO) in železo (Fe2+), kot je prikazano spodaj na Sliki 1.  
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Z delovanjem biliverdin reduktaze poteče redukcija (dodatek vodikovega atoma na četrti 
dušik in na mesto C10) in nastane rumenooranžni pigment BIL IXα. To omogoči spremembo 
položaja molekule in njeno hidrofobnost pri fizioloških pogojih. BIL je zato topen v 
preprostih alkoholih, benzenu, kloroformu, diklorometanolu, piridinu in v vodi pri pH > 11, 
saj pride do deprotonizacije karboksilnih skupin (Roth, 2007). 
 
Pri odraslem človeku se dnevno tvori 3,8 mg/kg oz. 250–300 mg BIL. Pri zdravih ljudeh je 
v krvi med 5 in 17 µM celokupnega ali totalnega BIL (Ziberna in sod., 2016).Če je serumska 
koncentracija BIL povečana (nad 300 µM), se poveča tveganje za nevrološke motnje. Pride 
namreč do nalaganja BIL v možganih, kar poveča toksičnost in vpliva na funkcionalnost 
celic centralnega živčnega sistema, kot so nevroni, astrociti, oligodendrociti in mikroglija 
Slika 1: Sintezna pot bilirubina. Hem se oksidira s pomočjo hem oksigenaze (HO-1) v biliverdin pri čemer 
se odcepita CO in Fe2+. Sledi redukcija biliverdina z biliverdin reduktazo (BVR) in nastane bilirubin. Prirejeno 
po Furlan (2005). 
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(Qaisiya in sod., 2017). Natančen mehanizem toksičnosti BIL še ni točno pojasnjen, a 
predvidevajo, da vpliva na energetsko presnovo, sintezo proteinov in presnovo ogljikovih 
hidratov znotraj celic v centralnem živčnem sistemu (Stocker in sod., 1987). 
 
Po katabolni poti starih oz. poškodovanih eritrocitov dnevno nastane večina BIL, tj. 80 %. 
Ostalih 20 % BIL izvira iz mioglobina, citokromov in katabolizma nezrelih eritrocitov v 
kostnem mozgu. Zaradi šestih notranjih vodikovih vezi je BIL v fiziološkem okolju slabo 
topen. Takšni obliki pravimo nekonjugirani oz. indirektni BIL. Visoko afinitetna vezava na 
albumin omogoči transport po krvni plazmi do jetrnih celic (Korman-Frangeš in Lajtner, 
2000). Kompleks albumin-bilirubin se loči in BIL s pomočjo specifičnih prenašalcev na 
membranah jetrnih celic preide skozi celično membrano. Tu se veže na različne citosolne 
proteine (ligandin oz. glutation-S-transferaza A, Z protein), ki BIL prenesejo na membrano 
gladkega endoplazmatskega retikuluma oz. na mikrosom in hkrati preprečujejo njegovo 
vrnitev v plazmo  Konjugacija poteče s pomočjo encima uridin-difosfat-glukuronil-
transferaze (UGT1A1) in omogoči vezavo glukuronske kisline. Večina konjugiranega oz. 
direktnega BIL (80 %) je v obliki diglukuronida, ostalih 20 % pa tvori obliko 
monoglukuronske kisline (McCandless, 2011). V tej obliki je topen in del skozi žolčne 
kanale vstopi v žolč ter nadaljuje v tanko črevo, del konjugiranega bilirubina pa preide v 
plazmo (imenujemo ga tudi direktni bilirubin) (McCandless, 2011). V tankem črevesju pod 
vplivom delovanja bakterij pride do dekonjugacije (odcepa glukuronske kisline) in BIL se 
reducira v brezbarvni urobilinogen. Ta se oksidira in izloči v blatu kot sterkobilin, ki je rjave 
barve. Manjši delež urobilinogena (20 %) se preko črevesja reabsorbira v krvni obtok in se 
lahko izloči preko žolča ali pa se oksidira v urobilin in izloči skozi ledvice v urinu (daje 
rumeno barvo urinu) (Groleger in sod., 1998). Porušenje homeostaze nastajanja in izločanja 
BIL zaradi različnih patofizioloških pojavov vodi v nastanek hiperbilirubinemije, ki se 
klinično kaže kot zlatenica. 
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Razmerje med ALB in BIL, pH in prisotnost snovi, ki tekmujejo z BIL za vezavo na ALB, 
vplivajo na koncentracijo nevezanega BIL v serumu. Vezava ALB in BIL je stabilna, vendar 
se lahko nevezani BIL s pomočjo prenašalcev ali pasivne difuzije prek celične membrane 
prenese v notranjost celice. Tako prehaja v večino organov v telesu in tudi čez placento 
(McCandless, 2011). 
 
2.2 OBLIKE BILIRUBINA V SERUMU 
Celokupni BIL v serumu sestoji iz BIL, ki je vezan na ALB (nekonjugirani oz. indirektni 
BIL), in BIL, ki se v jetrih s pomočjo encima UGT1A1 konjugira z glukuronsko kislino 
(konjugirani oz. direktni BIL) in delno prehaja nazaj v serum. Prosti BIL je bioaktivna 
oblika, ki je nekonjugirana in nevezana na ALB (Ziberna in sod., 2016). 
Slika 2: Presnovna pot bilirubina v telesu. Hem se oksidira s pomočjo  hem oksigenaze (HO-1) in nastane 
biliverdin IXα. Z biliverdin redkutazo poteče redukcija molekule in nastane nekonjugiran bilirubin (UCB). 
Nekonjugiran bilirubin je hidrofoben, zato tvori komleks z albuminom ter se tako prenese iz krvi do jetrnih 
celic; del nekonjugiranega bilirubina pa ostaja v nevezani obliki in ga imenujemo prosti nekonjugiran bilirubin 
(Bf) – ta lahko prosto prehaja preko krvno-možganske pregrade in povzroča nevrotoksičnost. Kompleks 
albumin – bilirubin pri normalnih fizioloških pogojih ne mora prehajati krvno-možganske pregrade, ampak le 
v primeru njene poškodbe. Prirejeno po Shapiro, 2003 
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Razporeditev BIL v organizmu je odvisna od koncentracije prostega BIL, ki lahko prehaja 
v tkiva skoraj brez omejitev. Prostega BIL je v serumu zelo malo, pri zdravih ljudeh okoli 
10 nM, vendar je v ravnovesju z BIL, vezanim na ALB. Če se v organizmu pojavi več kot 
0,1 % prostega BIL, ta postane nevrotoksičen. Samo nekonjugirani prosti BIL lahko prehaja 
skozi zdravo krvno-možgansko bariero (McCandless, J.W. in McCandless D.W., 2009).  
 
Konjugirani in nekonjugirani BIL se po telesu porazdelita drugače. Privzem 
nekonjugiranega BIL v telesne celice in njegova vezava na albumin potekata hitro po 
njegovem nastanku. V normalnem fiziološkem stanju ga je v serumu 1 mg/100 ml ali manj. 
Privzem ima tako višjo kapaciteto, kot je potrebno, zato ni omejen s hitrostjo presnove BIL 
in njegovega izločanja (McCandless, 2011). 
 
Poleg konjugiranega, nekonjugiranega in prostega BIL poznamo tudi δ-bilirubin (Bδ) ter 
fotoizomere. Bδ nastane z vezavo konjugiranega BIL na ALB prek neencimatske 
transesterifikacije pri bolnikih s holestazo, kjer pride do motenj izločanja konjugiranega BIL 
iz jeter preko žolča (Ye in sod., 2015). Pri fotoizomerih lahko pride do cepitve BIL na 
drugem delu molekule in ne na α-mestu. Takšne cepitve se pojavijo redko in so 
neencimatskega značaja. Bilirubin IXβ najdemo v urinu in mekoniju novorojenčka. Ti 
izomeri so hidrofilne narave, saj je tvorba intramolekularnih vodikovih vezi onemogočena 
in se v urinu ali žolču pojavijo kot nekonjugiran BIL. Fotoizomeri 4E, 15Z; 4Z, 15E in 4E, 
15E nastanejo iz naravnega nekonjugiranega BIL IXα (Fevery, 2008). Te oblike BIL 
nastanejo kot posledica razporeditve atomov okoli dvojnih vezi. BIL IXα ima obliko 4Z, 
15Z, ki predstavlja aktivno konformacijo (Furlan, 2005). 
 
 
Slika 3: Aktivni izomer bilirubina, tj. bilirubin IXα ima obliko 4Z, 15Z 
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Raziskave so pokazale, da BIL deluje tako antioksidativno kot tudi protivnetno (Ziberna in 
sod.., 2016). Njegova prisotnost je obratno sorazmerno povezana z določenimi srčno-žilnimi 
boleznimi, kot so zvišan krvni tlaka, sladkorna bolezn tipa II, ishemična srčna bolezn, 
presnovni sindrom ter debelost (Ziberna in sod., 2016). Več o njegovem antioksidativnem 
delovanju je predstavljeno v poglavju 2.2 z naslovom Antioksidativno delovanje bilirubina. 
 
Če pride v presnovi bilirubina do motenj, se lahko pojavijo različna klinična stanja, kot so 
Gilbertov sindrom, Crigler-Najjarev sindrom in Dubin-Johnsonov sindrom. 
 
2.3. PATOFIZIOLOŠKI IN KLINIČNI POMENI BILIRUBINA 
Bilirubin ima pomembno vlogo pri različnih patofizioloških stanjih, kot so razne bolezni 
jeter (obstrukcija žolčevodov, hepatocelularni karcinom, ciroza, hepatitisi) ali 
hematopoetskega sistema (Fevery, 2008). Bolezni in poškodbe jeter preprečijo vstop ali 
konjugacijo BIL in s tem povzročijo dvig koncentracije BIL v telesu. 
 
Hepatocelularni karcinom (HCC) je šesta najbolj pogosta oblika malignih rakavih bolezni in 
glavni razlog za smrti, povezane z obolevanjem jeter. Pojavnost HCC je večja pri moških 
kot pri ženskah. Veliko oseb s HCC ima kronične bolezni jeter, velikokrat že v fazi ciroze, 
ni pa nujno. Stopnja preživetja je odvisna od stadija tumorja, ki vpliva na jetrne funkcije in 
morda tudi na zmogljivost samega organa (Johnson in sod., 2015). V napredovanih stadijih 
bolezni se zlatenica pojavi v 19–40 % in predstavlja slabo prognozo. Večinoma je posledica  
ciroze, difuzne infiltracije tumorja ali drugih razlogov. Do obstruktivne zlatenice pride 
najpogosteje zaradi strdka v žolčnem kanalu, lahko pa tudi zaradi pritiskanja tumorske mase 
ali migracije fragmentov tumorja, kar blokira žolčni kanal in je pri HCC zelo redko, saj se 
pojavi v 1–12 % obolelih (Mesci in sod., 2008). To povzroči motnje izločanja 
nekonjugiranega BIL v žolč in poveča njegovo koncentracijo zaradi zapore v odtoku žolča.  
Opazno je hitro povečanje celokupnega BIL (Qin in Tang, 2003). 
 
Ciroza jeter je končna patološka pot poškodbe jeter, ki lahko nastane zaradi številnih 
kroničnih bolezni. Povzročijo jo lahko alkoholizem, okužba z virusi hepatitisa B, C in D, 
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nealkoholne maščobne jetrne bolezni (NAFLD, angl. non-alcoholic fatty liver disease), ki 
so najpogostejši vzrok na zahodu (v Ameriki zaradi njih zboli 30 % prebivalstva) (Zhou in 
sod., 2014). Ciroza se lahko razvije tudi zaradi dednih bolezni, kot so hemokromatoza in 
Willsonova bolezen, primarni sklerozirajoči holangitis in avtoimuni hepatitis (Zhou in sod., 
2014). Skupne poškodbe jetrne ciroze so degeneracija in nekroza jetrnih celic in zamenjava 
parenhima s fibroznim tkivom in regenerativnimi vozli, kar povzroči izgubo jetrne funkcije 
(Zhou in sod., 2014). Mehanizem, ki povzroči drastično akutno poslabšanje jeter in močan 
vnetni odziv, še ni popolnoma znan. Za cirozo je značilen izrazit porast tako celokupnega 
kot tudi konjugiranega BIL, kar so Li in sod. dokazali tudi na živalskem modelu (Li in sod., 
2016). Kot napovedno vrednost pri cirozi jeter, povezani s hepatitisom B, so uvedli 
parameter ALBI, pri katerem gre za razmerje med albuminom in celukupnim bilirubinom v 
serumu. Ta parameter ima prognostično vrednost, in sicer z njim bolnike uvrščajo v ALBI 
skupine od 1 do 3. Produkcija ALB poteka v jetrih, zato njegova nižja vsebnost zaradi 
manjšega nastajanja kaže na jetrno okvaro. Na isto težavo kaže tudi povečanje koncentracije 
BIL. Ugotovili so, da imajo bolniki, uvrščeni v ALBI skupino, kjer je celokupni BIL nad 50 
mg/dl in serumski ALB pod 28 g/l, manjšo možnost preživetja (Chen in sod., 2017). 
2.3.1 Presnovne bolezni 
Gilbertov sindrom (GS) je stanje blage kronične nekonjugirane hiperbilirubinemije z 
normalnim delovanjem jeter, ki doleti približno 6–10 % splošnega prebivalstva (Gürel in 
Tigen, 2015). Sindrom se deduje avtosomno recesivno, določeni tipi pa tudi avtosomno 
dominantno (Chiddarwar in sod., 2017). Bolezen se kaže v povečani ravni serumskega 
nekonjugiranega BIL in razmerju med bilirubin mono- in diglukuronidom zaradi zmanjšane 
dejavnosti encima UGT1A1, ki znaša približno 30 % normalne encimske aktivnosti. Nižja 
encimska aktivnost je posledica genske mutacije uridin difosfat glukuronil transferaze 
(UGT1A1) (Bosma, 2003; Fevery, 2008). Gen se nahaja na drugem kromosomu. Ta mutacija 
inhibira jetrno UGT1A1 encimsko sintezo, posledično pride do manjše konjugacije 
bilirubina in njegovega izločanja.  Zaradi tega je blago povišan serumski nekonjugirani 
bilirubin, ki pri GS znaša > 17 µM (Gürel in Tigen, 2015). Pri belskih, črnskih in 
južnoazijskih populacijah pride v promotorski regiji do insercije timin adenozin baze v 
TATA-box mestu, namesto sicer prisotnih šestih parov, na Japonskem pa je GS posledica 
mutacije v kodirajoči regiji. Spremenjeni gen imenujemo UGT1A1*28, njegova pojavnost 
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pa je pri moških in ženskah enaka. Mutacija je pogosto povezana tudi z mutacijami v 
UGT1A6 in drugih UGT (polimorfizmih UGT1A3 in UGT1A7) in tako dobimo haplotip 
štirih genetskih variacij. Ni še jasno, kako takšna kombinacija polimorfizmov pri GS vpliva 
na presnovo zdravil ali strupenih okoljskih snovi. Znano je, da je pri mutacijah UGT1A1 
slabša presnova določenih zdravil, kot sta indinavir in irinotekan, kjer je pomembno 
delovanje UGT1A1. Raven serumskega bilirubina je tako odvisna od homozigotne ali 
heterozigotne mutacije UGT1A1 (Fevery, 2008). V primeru Gilbertovega sidroma bo 
manjša aktivnost UGT1A1 povečala serumski nekonjugirani BIL zaradi zmanjšane 
konjugacije BIL v jetrih. Višja raven nekonjugiranega BIL pri GS se pojavi tudi med vročino 
(ki povzroči blago hemolizo) ter ob stresu (Fevery, 2008). 
 
Drugi tipi mutacij na genu UGT1A1 povzročijo Crigler-Najjarov sindrom, ki je resnejša in 
nevarnejša oblika nekonjugirane hiperbilirubinemije (Alaee in sod., 2016). Crigler-Najjarov 
sindrom je posledica popolne ali delne izgube aktivnosti encima UGT1A1. Poznamo dva 
tipa sindroma: i) Crigler-Najjar tipa I in II) Crigler-Najjar tipa II. Tip I je zelo redka oblika 
in je v primerjavi s tipom II smrtno nevarna avtosomna recesivna bolezen. Pri tipu II je 
aktivnost encima UGT1A1 še vedno prisotna, a minimalno. Bolniki s Crigler-Najjarovim 
sindromom tipa I imajo hude nevrološke motnje, ob nepravilnem ukrepanju pa lahko pride 
do smrti bolnikov (Gupta in sod., 2016). Pri tipu I sindroma Crigler-Najjar se serumski 
nekonjugirani BIL giba med 20 in 50 mg/dL (340–850 µmol/l), zato lahko pride do 
kernikterusa. Fototerapija je zaradi hudih sprememb premalo učinkovita, zato je za 
preživetje nujna presaditev jeter. Pri tipu II sindroma Crigler-Najjar je koncentracija 
nekonjugiranega BIL nižja in znaša med 5 in 20 mg/dL (86–340 µmol/l). Te bolnike 
zdravimo s fenobarbitalom, ki vpliva na aktivacijo preostalega encima UGT1A1 in zmanjša 
hiperbilirubinemijo na varno raven (< 10 mg/dL oz. < 171 µmol/l) (Gazzin in sod., 2016). 
Pri obeh oblikah Crigler-Najjarovega sindroma imajo bolniki klinično vidno zlatenico, ki je 
bolj opazna kot pri Gilbertovem sindromu. 
 
Rotorjev sindrom je zelo redka avtosomno recesivna presnovna bolezen, za katero je 
značilna povečana prisotnost konjugiranega bilirubina v krvi, ki nastane zaradi motnje 
vnosa, shranjevanja in izločanja bilirubina v jetrih (Gazzin in sod., 2016). Oboleli večinoma 
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ne kažejo znakov bolezni (asimptomatski bolniki), lahko pa se pojavijo simptomi kot 
porumenela koža in beločnice (Gondal in Aronsohn, 2016).  
 
Dubin-Johnsonov sindrom je redka genetska bolezen jeter, kjer imajo bolniki povečano 
količino konjugiranega bilirubina zaradi mutacije v genu za celični prenašalec MRP2 (angl. 
multidrug resistance related protein 2) (Fevery, 2008). Konjugirani bilirubin se namreč iz 
jetrnih celic izloča v žolč s pomočjo membranskega prenašalca MRP2 (Gupta in sod., 2016). 
V večini primerov so prisotni samo simptomi zlatenice, tj. porumenelost kože, sluznice in 
beločnic. Redkost je povečanje jeter (hepatomegalija) ali vranice. Dedovanje bolezni je 
avtosomno recesivno (Gupta in sod., 2016). 
 
Pri vseh zgoraj omenjenih presnovnih boleznih je serumski BIL uporabljen kot diagnostični 
in prognostični kazalnik, s katerim ocenjujemo delovanje jeter. 
 
2.4 UČINKI BILIRUBINA 
2.4.1 Nevrotoksičnost 
Pri poskusih na podganjih nevronih so ugotovili sledeče mehanizme toksičnosti: 
 
(1) Nekonjugirani BIL je pri povečani koncentraciji toksičen za astrocite in nevrone, saj 
povzroči oksidativne poškodbe celične membrane in s tem motnje v transportu 
živčnih prenašalcev (Ostrow in sod., 2004). Sledi vstop v mitohondrij in s tem 
zmanjšanje transmembranskega potenciala, kar povzroči otekanje mitohondrija in 
sproščanje citokroma C v citosol. Istočasno se apoptozni promotor Bax na 
mitohondrijski membrani prestavi in inaktivira inhibitorja apoptoze Bcl-2. To 
povzroči nastanek selektivnih ionskih por na membrani mitohondrija, kar še dodatno 
okrepi izstopanje citokroma C v citosol, ki se nadalje veže na apoptozno proteazni 
aktivacijski faktor 1 (APAF1) in s tem aktivira kaspazo-9. Kaspaza-9 nato cepi 
prokaspazo-3 v aktivno obliko in povzroči izvršitev programa celične smrti. To 
zaporedje imenujemo apoptozna kaskada (Ostrow in sod., 2004). 
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(2) Nekonjugirani BIL inhibitorno vpliva na centralni živčni sistem in zavira sinaptični 
prenos v hipotalamusu, ki ima pomembno vlogo pri učenju in spominu (Ostrow in 
sod., 2004). Nekonjugirani BIL zavira aktivnost protein kinaze C, ki je ključna za 
ohranjanje sinaptične aktivnosti, ki poteka s prenosom Ca2+ skozi visokoprevodne 
kationske kanale v celičnih membranah postsinaptičnih nevronov. Depolarizacija 
celične membrane ali vezava glutamata na N-metil-D-aspartatni receptor (NMDA) v 
membrani povzroči odprtje kanala. Nekonjugirani BIL zmanjšuje privzem 
glutamata, zato se slednji zadržuje v sinaptični špranji. To sproži hiperstimulacijo 
receptorjev NMDA in zatekanje nevronske celice zaradi prekomernega vnosa Na2+, 
Ca2+, Cl2+ in vode, kar povzroči celično smrt z apoptozo ali nekrozo (Ostrow in sod., 
2004). Motnja celične homeostaze je lahko povezana tudi z direktno interakcijo 
nekonjugiranega BIL z membrano celice, na kateri nastanejo oksidativne poškodbe, 
zato se poveča membranska permeabilnost ter zmanjša nastanek lipidov in proteinov 
(Ostrow in sod., 2004). 
 
Slika 4: Potek apoptozne kaskade. Nekonjugirani bilirubin prehaja prek mitohondrijske membrane, 
kar povzroči njegovo  otekanje in sproščanje citokroma C v citosol. Apoptozni promotor Bax se 
premakne in  inaktivira inhibitorja apoptoze Bcl-2. Tvorijo se selektivne ionske pore na membrani 
mitohondrija, kar poveča izstop citokroma C v citosol, ki se veže na APAF-1 (apoptozno proteazni 
aktivacijski faktor 1) in  aktivira kaspazo-9. Ta cepi prokaspazo-3 v aktivno obliko, ki povzroči 
apoptozo. Prirejeno po Ostrow in sod., 2004 
13 
 Arčan A. Vpliv izbranih zdravilnih učinkovin na vezavo bilirubina na serumski albumin. 




2.4.1.1 Z bilirubinom inducirana encefalopatija (kernikterus) 
Hiperbilirubinemija je eno najpogostejših kliničnih stanj, saj se pojavi pri 60 % 
novorojenčkov in 80 % nedonošenčkov, od koder pa se akutna nekonjugirana BIL 
encefalopatija oz. kernikterus razvije v 0,4–2,7/100.000 rojstev (Bockor in sod., 2016). V 
nerazvitih državah je to število znatno višje (Bockor in sod., 2016). Povečana pojavnost 
hiperbilirubinemije pri dojenčkih je posledica nizke ravni encima UGT1A1 v njihovih jetrih. 
Plod še nima aktivnega encima, zato njegov BIL prehaja skozi placento in se izloči preko 
matere. Ob rojstvu se mora encim aktivirati in tako omogočiti izločanje lastnega BIL iz telesa 
(Furlan in sod., 2010). Pri številnih novorojenčkih (60 %) se zato v prvem tednu življenja 
pojavi zlatenica, a večina ne razvije hudih patologij. To stanje imenujemo neonatalna ali 
fiziološka hiperbilirubinemija, nastane pa zaradi prehodnega obdobja v odraslo stanje. V 
redkih primerih se to stanje razvije zaradi hemolitičnih bolezni, endokrine in presnovne 
motnje, anatomske spremembe jeter in/ali vnetja (Alaee in sod., 2016). Danes se neonatalna 
hiperbilirubinemija zdravi s fototerapijo, s katero se prepreči razvoj drugih patologij (Roth, 
2007). Novorojenčki z zmanjšano konjugacijo ali eliminacijo BIL se soočajo s tveganjem za 
razvoj hiperbilirubinemije (Stokowski, 2006). 
 
Zlatenica je posledica nalaganja bilirubina v koži in/ali sluznicah zaradi hiperbilirubinemije. 
Nastane zaradi motenj v presnovi BIL, delovanju jetrnih celic ali motenj v izločanju BIL. 
Znaki, kot sta porumenela koža in beločnice, se pri odraslih pokažejo, ko raven serumskega 
BIL preseže 2,5–3 mg/dL (43–52 µmol/L)  (Gondal in Aronsohn, 2016). Poznamo dva 
glavna tipa zlatenice pri odraslih: (1) hemolitična zlatenica, ki je posledica povečane 
hemolize rdečih krvničk, in (2) hepatična zlatenica, ki nastane zaradi motenj delovanja jeter 
(Roth, 2007). Pri slednjem tipu zlatenice je povečana tudi alkalna fosfataza (Gondal in 
Aronsohn, 2016). 
 
Medtem ko se neonatalna zlatenica pojavi ob povečanju celokupnega serumskega BIL na 
vrednosti med 5 in 6 mg/dL  (86–103 µmol/L). Simptomi fiziološke neonatalne zlatenice 
običajno izginejo v obdobju dveh tednov. Pri hudih oblikah zlatenice, ki se pojavijo pri 
manjšem številu novorojenčkov, se celokupni serumski BIL dvigne na več kot 20 mg/dL, 
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kar je 342 µmol/L. V tem primeru je treba ukrepati hitro, da se izognemo nastanku 
kernikterusa (Gazzin in sod., 2016).  
 
Fototerapija je že od leta 1968 standard za zdravljenje hiperbilirubinemije pri 
novorojenčkih (Stokowski, 2006). Z njo pretvorimo BIL, ki je v površinskih kapilarah in 
intersticijskih prostorih, v vodotopne fotoizomere (Stokowski, 2006). Takšni izomeri se 
lahko iz telesa izločijo prek ledvic. BIL absorbira fotone energije na isti način, kot se 
molekule zdravil vežejo na svoje receptorje. Fotoizomerizacija se začne takoj, ko je koža 
izpostavljena svetlobi valovne dolžine od 400 do 520 nm. Pri tej valovni dolžini svetloba 
prodre v kožo in se maksimalno absorbira. Najbolj učinkovit je modrozeleni spekter (modra, 
turkizna, zelena). Poteče fotokemična reakcija, ki povzroči konfiguracijsko in strukturno 
izomerizacijo in fotooksidacijo. Tako nastanejo izomeri, ki za naše telo niso toksični 
(Stokowski, 2006). 
 
Cilj fototerapije je zajeziti večanje serumskega BIL in tako preprečiti prehod krvno-
možganske bariere, akumulacijo BIL v možganih ter nastanek kernikterusa (Stokowski, 
2006). Fototerapija je tako nadomestila oz. močno zmanjšala uporabo izmenjalne 
transfuzije. Pri fototerapiji so odmerki za znižanje bilirubina odvisni od številih dejavnikov, 
kot so i) spektralne lastnosti uporabljenega vira svetlobe (valovna dolžina, obseg in vrh),  
ii) intenzivnost svetlobe, iii) razdalja med svetlobo in kožo ter iv) izpostavljenost telesne 
površine (Stokowski, 2006). 
 
Najbolj opazen padec serumskega BIL se pojavi v prvih štirih do šestih urah po začetku 
terapije. V prvih 24 urah zdravljenja se lahko tako raven zmanjša za 22 %. Po prekinitvi 
fototerapije se raven BIL pogostokrat rahlo poveča, ta fenomen pa imenujemo preobrat 
(angl. rebound). Pri njem se vrednost bilirubina poveča za 1–2 mg/dL. Večinoma to ne 
povzroča resnih kliničnih težav, ki pa lahko nastopijo pri nedonošenčkih, dojenčkih s 
hemolizo in dojenčkih, ki so že bili zdravljeni pred starostjo 72 ur (Stokowski, 2006). 
 
Pri določenih patoloških stanjih lahko fototerapija povzroči tudi nekaj stranskih učinkov oz. 
zapletov. Eden takšnih je sindrom bronastega dojenčka, ki povzroči sivorjavo razbarvanje 
kože in se pojavi pri dojenčkih s spremembami v delovanju jeter (holestaza). Sindrom se 
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pojavi, ko se rjavi fotoprodukti porfirinov kopičijo v koži, njihovo izločanje pa je moteno 
zaradi holesterola (Stokowski, 2006). 
 
Fototerapija lahko poškoduje membrane eritrocitov in tako poveča občutljivost na lipidno 
peroksidacijo in hemolizo. Povezujejo jo tudi z odprtim duktusom arteriozusom in ileusom. 
Večina naštetih zapletov se pojavi pri dojenčkih z nizko porodno težo. Fototerapijo 
odsvetujejo pri dojenčkih s prirojeno eritropoetsko porfirijo zaradi možnosti pojava 
mehurjev in fotosenzitivnosti (Stokowski, 2006). 
 
Kernikterus je tip možganske poškodbe, povezan s povečano serumsko koncentracijo 
nekonjugiranega BIL. Tveganje za nastanek neonatalnega kernikterusa se bistveno poveča 
pri serumski koncentraciji 20 mg/dL oz. 342 µmol/l (Gazzin in sod., 2016). Če se preseže 
sposobnost konjugacije bilirubina in njegove vezave na serumski ALB, se celokupni 
serumski BIL poveča (Amini in sod., 2017). Prosti nekonjugirani BIL prehaja skozi krvno-
možgansko bariero in se nalaga v različnih specifičnih možganskih regijah. Nalaga se 
predvsem v bazalnih ganglijih, malih možganih, jedrih možganskega debla in Kohlearjevih 
jedrih v možganskem deblu (Amini in sod., 2017; Shapiro, 2003). Posledica nalaganja so 
trajne nevrološke motnje, kot so izguba sluha, kasnejši razvoj motorike, epilepsije, 
cerebralna paraliza, duševna zaostalost, letargija in energijska podhranjenost. Kernikterus se 
pogosto konča s smrtjo, saj načini zdravljenja še niso znani (Amini in sod., 2017). Ključna 
sta klinično opazovanje novorojenčkov in preventivna fototerapija, saj lahko ob hitrem 
reagiranju zmanjšamo tveganje za razvoj kernikterusa. Zaradi razumevanja delovanja BIL 
in njegove toksičnosti v visokih koncentracijah se je pojavnost kernikterusa zmanjšala 
(Shapiro, 2003). 
 
Večina zdravih dojenčkov s koncentracijami celokupnega serumskega BIL med 425–680 
µM ob izpostavljenosti fototerapiji ne bo razvila znatnih poškodb, a se lahko kernikterus pri 
8–9 % primerov pojavi tudi pri koncentraciji celokupnega BIL < 425 µM. O tej možganski 
poškodbi so poročali že pri koncentracijah, nižjih od 340 µM, povezujejo pa jo predvsem z 
nedonošenostjo in nizko porodno težo (Soligard in sod., 2010). 
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Izraz akutna bilirubinska encefalopatija se za to bolezensko stanje uporablja v prvih tednih 
po rojstvu, ko je lahko prisotna akutna toksičnost BIL, izraz kernikterus pa za kronično in 
trajno stanje, kjer gre za trajno poškodbo centralnega živčenga sistema, ki je bila povzročena 
zaradi visokih vrednosti BIL (Herrerias in Homer, 2004).  
 
Številni avtorji povezujejo pojavnost kernikterusa zgolj z novorojenčki (Furlan in sod., 2010; 
Gazzin in sod., 2016; Shapiro, 2003). Vzroki za njegov nastanek so lahko različni. Eden 
izmed glavnih razlogov v preteklosti je bila hemolitična bolezen ploda oz. neskladnost 
krvnih skupin matere in otroka v Rh faktorju. Matere z Rh negativnim faktorjem lahko pri 
drugi nosečnosti razvijejo protitelesa anti-D (Avent, 2014). Ta protitelesa prečkajo posteljico 
in povzročijo razpad eritrocitov ploda, kar lahko privede do manjše anemije, hidropsa ploda, 
hudih anemij z zlatenico in smrti (Urbaniak in Greiss, 2000). 
 
Slika 5: Prikaz stopnje tveganja za razvoj kernikterusa v odvisnosti od poporodnega časa. Slika prikazuje 
določanje tveganja za razvoj kernikterusa pri novorojenčkih z različnimi stopnjami hiperbilirubinemije. Ocena 
temelji na spremljanju časovnih sprememb koncentracije serumskega bilirubina v odvisnosti od starosti 
novorojenčka. Prirejeno po Bhutani in sod., 1999. 
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Nekateri avtorji navajajo, da je kernikterus povezan s samo krvno-možgansko bariero, ki je 
pri novorojenčkih še v zgodnjem razvoju, kar pomeni večjo prepustnost za nekonjugirani 
BIL (McCandless, 2011; Shapiro, 2003). Krvno-možganska bariera zaradi svojih tesnih 
stikov močno omeji prehod malih molekul v CŽS, medtem ko krvna pregrada in pregrada 
možgansko-hrbtenjačne tekočine vsebujeta manj tesnih stikov in omogočita vstop serumskih 
proteinov z vezanimi ligandi v možgansko-hrbtenjačno tekočino. Permeabilnost horoidnega 
pleteža, ki tvori možgansko-hrbtenjačno tekočino, je večja pri novorojenčkih, še posebej pri 
nedonošenčkih. Pri njih obstaja pomemben prilagoditveni mehanizem, kjer prenašalci 
MRP1/Mrp1 v horoidnem pletežu (prisotni so tudi v nevronih in astrocitih) omejujejo 
kopičenje malih molekul v možgansko-hrbtenjačni tekočini z izvažanjem substratov iz 
možgansko-hrbtenjačne tekočine v epitel horoidnega pleteža in nato v kri. Nevroni in 
astrociti imajo podobne membranske prenašalce, s katerimi uravnavajo znotrajcelične 
koncentracije organskih anionov, in tako vplivajo na medsebojno funkcionalnost celic. Ta 
mehanizem lahko pojasni raznolikost v dovzetnosti novorojenčkov za toksičnost BIL in 
pojav poškodb pri nižjih koncentracijah serumskega nekonjugiranega BIL, pri katerih se po 
terapevtskih smernicah nevrotoksičnost naj ne bi pojavila (Ostrow in sod., 2004). 
 
Znani so tudi faktorji, ki pripomorejo k tveganju toksičnosti BIL, in sicer nedonošenost, 
dehidracija, okužbe, genske pomanjkljivosti, zmanjšana aktivnost encima glukoza-6-fosfat 
dehidrogenaze (G-6-PDH) in genetske variacije aktivnosti UGT1A1 (Shapiro, 2003). 
 
2.4.1.2 Hepatična encefalopatija pri odrasli populaciji 
Hepatična encefalopatija je bolezensko stanje pri bolnikih z boleznijo jeter, ki se izraža v 
motnjah zavesti, nastankom kome ali možganskega edema in se lahko konča s smrtjo 
(Dhanda in Sandhir, 2017). Ob ustreznem zdravljenju pa je reverzibilna motnja 
možganskega delovanja, ki se pojavi pri bolnikih z akutno ali kronično boleznijo jeter. 
Natančen potek bolezni še ni znan, a večina meni, da gre za posledico oslabljene jetrne 
presnove nevrotoksinov, zlasti amonijaka (Dhanda in Sandhir, 2017). Pri hepatični 
encefalopatiji prihaja do motenj prenosa informacij v možganih zaradi presnovnih 
sprememb, ki so posledica odpovedi jeter, spremembe energetske presnove možganov, 
sistemskega vnetnega odziva in sprememb v krvno-možganski barieri. Gre za širok spekter 
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nespecifičnih nevroloških in psihiatričnih manifestacij. Klinično očitna hepatična 
encefalopatija lahko povzroči spremembo osebnosti, neorientiranost v času in prostoru, 
zaspanost ter komo. Predstavlja lahko metabolno encefalopatijo, možgansko atrofijo, 
možganski edem ali kombinacijo naštetega (Ferenci, 2016). Zaradi odpovedi jeter se poveča 
tudi koncentracija celokupnega in nekonjugiranega BIL, kar še dodatno prispeva k 
nevrotoksičnosti (Dhanda in Sandhir, 2017). 
2.4.2 Zaščitno delovanje bilirubina 
Bilirubin deluje pri visokih koncentracijah nevrotoksično. Paradoks pa se pojavi pri nizkih 
koncentracijah, kjer BIL prevzame vlogo močnega endogenega antioksidanta. Klinične 
raziskave so pokazale, da so serumske vrednosti BIL obratno povezane s tveganjem za 
razvoj srčno-žilnih bolezni (Novotny L., 2003). Predlagana mejna vrednost serumskega BIL, 
ki zmanjšuje tveganje za srčno-žilne bolezni, je 10 µM, a lahko v drugih študijah zasledimo 
variacije v izmerjenih koncentracijah (Novotny in Vitek, 2003; Vaishnav in sod., 2015). Prav 
tako so določili raven serumskega BIL, ki zmanjšuje tveganje za nastanek zvišanega krvnega 
tlaka in znaša 1,1 mg/dl oz. 18,8 µM (Vaishnav in sod., 2015). Povečana raven serumskega 
bilirubina deluje zaščitno tudi pri preprečevanju razvoja ateroskleroze (Novotny L., 2003). 
Ker je bioaktivna molekula le nekonjugirani nevezani BIL, postajajo meritve prostega BIL 
zanimive z vidika preventivne medicine. Prosti BIL lahko postane napovedni biološki 
kazalnik za določanje zdravstvenega stanja prebivalstva pred nastopom kliničnih znakov 
(Martelanc in sod., 2014). 
 
V literaturi imamo različne podatke o prostem BIL v serumu. Od vrednosti blizu 1 nM, ki bi 
pomenile majhne antioksidativne vplive na celice (McCarty, 2013), do vrednosti okoli 10 
nM, kjer pa ima bilirubin močnejše antioksidativno delovanje (Martelanc in sod., 2014). Pri 
nizkih koncentracijah in pri majhni vsebnosti kisika (2 %) ter pri vključevanju v liposome 
se BIL vede kot fiziološki antioksidant, saj uspešno odstranjuje peroksilne radikale (Stocker 
in sod., 1987). Njegovo močno antioksidativno učinkovitost lahko primerjamo z  
α-tekoferolom oz. E-vitaminom (Ziberna in sod., 2016). Predvidevajo, da se ob 
izpostavljenosti oksidativnemu stresu (reaktivnim kisikovim radikalom – ROS) bilirubin 
oksidira v biliverdin. S pomočjo encima biliverdin reduktaze se biliverdin znotraj celic 
pretvori nazaj v bilirubin in ta cikel poteče hitro. Predstavlja katalitičen ponor ROS in 
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reaktivnih dušikovih vrst (RONS) znotrajceličnih predelov. Biliverdin lahko v in vivo 
poskusih pri normalni presnovi hema opazimo le v sledovih, kar kaže na učinkovitost 
biliverdin reduktaze in hitrost pretvorbe biliverdina v bilirubin (Martelanc in sod., 2016). Ta 
regeneracijska sposobnost razloži, zakaj lahko bilirubin v nM koncentracijskem območju 
deluje kot močan antioksidant. 
 
Višja raven serumskega nekonjugiranega BIL na zdravje ljudi deluje zaščitno, kar so potrdile 
tudi epidemiološke študije, ki so pokazale zmanjšano pojavnost srčno-žilnih obolenj, raka 




Albumin (ALB) je najpogostejša serumska beljakovina, ki prenaša hormone, maščobne 
kisline in številne druge tako endogene kot eksogene spojine po krvnem obtoku. Človeški 
serumski albumin (HSA) nastaja v jetrih. Za njegov nastanek je odgovoren unikatni gen oz. 
genski zapis z eno samo kopijo v človeškem genomu (kromosom 4). Prepis gena povzroči 
nastanek preproalbumina v jetrih (Hawkins in Dugaiczyk, 1982). Ta vstopi v lumen 
endoplazmatskega retikuluma (ER), kjer s pomočjo serin proteaze pride do cepljenja  
N-terminalnih prepropeptidov. V tej fazi proalbumin izstopi iz ER in vstopi v Golgijev 
aparat (GA) jetrnih celic, kjer se molekule ponovno razcepijo (Lee in Wu, 2015). Odstrani 
se 6-aminokislinsko zaporedje proalbuminske peptidne verige in tako se konča sinteza ALB. 
Končni produkt nato izstopi iz GA v celico (Gatta in sod., 2012). Življenjska doba ALB je 
dolga, saj znaša 28–36 dni, v katerih lahko pride do številnih modifikacij, ki lahko vplivajo 
na vezavo ligandov in antioksidativne lastnosti (Gatta in sod., 2012; Roche in sod., 2008). 
 
Albumin je beljakovina, ki je sestavljena iz 585 aminokislinskih molekul z molekulsko maso 
66,5 kDa, ki tvorijo srčasto obliko. ALB je v 67 % sestavljen iz α-vijačnic in vsebuje 17 
disulfidnih vezi (Curry in sod., 1998; Lee in Wu, 2015). S pomočjo rentgenske kristalografije 
so določili njegovo tridimenzionalno strukturo (Carter in Ho, 1994). Človeški serumski 
albumin (HSA) je zgrajen iz devetih dvojnih zank, ki tvorijo tri homologne domene, 
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imenovane domena I, domena II in domena III. Vsaka domena je zgrajena iz treh zank – 
dveh dolgih in ene kratke. Začetni zanki se v vsaki domeni označita kot poddomena A, 
preostala zanka pa kot poddomena B (Carter in Ho, 1994; Lee in Wu, 2015). Čeprav imajo 
domene podobno strukturo, so njihove funkcije različne. Različna je tudi vezavna afiniteta 
vsake domene za ligande na vezavnih mestih, ki se imenujejo Sublowa vezavna mesta (angl. 
Sublow's sites) (Curry in sod., 1998). Pomembni vezavni mesti albumina sta vezavno mesto 
I (Sublowo mesto I), ki je na poddomeni IIA in z večjo afiniteto veže heterociklične spojine, 
kot so azapropazon, fenilbutazon in varfarin, in vezavno mesto II (Sublowo mesto II), ki je 
na poddomeni IIIA in z večjo afiniteto veže aromatične spojine, kot je ibuprofen (Curry in 
sod., 1998). Na to mesto se vežejo tudi diazepam, diflunizal in indoksil sulfat (Ghuman in 
sod., 2005). ALB lahko veže tudi velike pigmente, kot je BIL. BIL se veže na mesto I, ki 
ima obliko žepa in je v poddomeni IIA (Carter in Ho, 1994). Prav tako obstajajo genetske 
variacije ALB, kot sta bisalbumin ter aloalbumin, za katere so značilne različne vezavne 
lastnosti (Fanali in sod., 2012). 
 
ALB je zaradi svoje porazdelitve v telesu ključen za vzdrževanje homeostaze. Zaradi majhne 
molekulske teže je glavni regulator (v 80 %) osmotskega tlaka serumskih proteinov 
(onkotski oz. koloidni osmotski tlak) v krvi (Gatta in sod., 2012). Tako zagotavlja ravnovesje 
med hidrostatskim in koloidnoosmotskim tlakom znotraj žil. Zmanjšana količina ALB lahko 
poveča količino vode v intersticiju, kar povzroči nastanek edema oz. otekline (Gatta in sod., 
2012). ALB ima prav tako sposobnost vezave in interakcije s številnimi ligandi. Omogoča 
prenos različnih hormonov (hormoni ščitnice, hormoni, topni v maščobah) in dolgoverižnih 
maščobnih kislin (MK) v jetra, nekonjugiranega BIL, kovin in ionov (kalcijev ion) (Fanali 
in sod., 2012; Gatta in sod., 2012). Mnoge raziskave s področja ALB raziskujejo možnosti 
povečanja prenašalnih sposobnosti ALB za hitrejši in lažji prenos zdravilnih učinkovin po 
telesu ter posledično njihovo izboljšano porazdelitev po telesu (Lee in Wu, 2015).  
 
ALB ima v telesu tudi fiziološko vlogo kot serumski pufer, ki ohranja fiziološko raven pH. 
Ima tudi antioksidativne lastnosti, saj je vpleten v lov reaktivnih kisikovih spojin (ROS) 
(Gatta in sod., 2012). ALB vpliva tudi na strjevanje krvi, saj ima heparinu podobno funkcijo, 
prav tako lahko zavira agregacijo trombocitov (Lam in sod., 2013).  
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Referenčne vrednosti ALB v krvi so 35–45 g/l, kar znaša 200 mg/kg telesne teže na dan 
(Gatta in sod., 2012). Ko se ALB sintetizira v jetrih, se izloči v krvni obtok in se porazdeli 
po vseh telesnih tkivih. Sinteza ALB se lahko zmanjša zaradi citokinov, kot sta interlevkin 
1 in 6 (IL-1 in IL-6), ter zaradi tumor-nekrotizirajočega faktorja α (TNFα). ALB se pri 
povprečnem odraslem posamezniku nahaja v 40 % (120 g) v žilnem sistemu in v 60 % 
(180 g) v zunajžilnem prostoru. ALB vstopi v žilni sistem na dva načina: i) skozi 
ekstravaskularni prostor s pomočjo limfne drenaže ali ii) prek jetrnih celic skozi Dissove 
prostore v sinusoide (Gatta in sod., 2012). Proces razgradnje ALB je naključen proces, ki 
lahko doleti tako „nove“ kot „stare“ molekule ALB in poteka po večini organov v telesu. 
Izguba ALB skozi urin je pri zdravem človeku minimalna (< 20 mg/dan) (Gatta in sod., 
2012). Spremembe v količini ALB so lahko povezane z različnimi presnovnimi boleznimi 
ter boleznimi jeter in ledvic.  
 
Ena molekula ALB veže nase vsaj dve molekuli BIL (Jacobsen in Brodersen, 1983). Spodaj 
je prikazan izračun afinitete vezave BIL – ALB: 
 
𝐾𝑎 =  
𝑇𝑆𝐵 − 𝑈𝐶𝐵𝑓𝑟𝑒𝑒
𝑈𝐶𝐵𝑓𝑟𝑒𝑒 𝑥 (𝐴𝐿𝐵 − 𝑇𝑆𝐵 + 𝑈𝐶𝐵𝑓𝑟𝑒𝑒)
 
Enačba 1: Disociacijska konstanta albumina. Na podlagi meritev celokupnega BIL (TSB), prostega BIL 
(UCBfree) in serumskih vrednosti ALB (ALB) lahko izračunamo disociacijsko konstanto ALB, ki predstavlja 
razpad kompleksa na samostojno molekulo (van der Schoor in sod., 2017). 
 
Disociacijska konstanta za visoko afinitetno mesto na ALB znaša 3,9 x 10-8 M (Soligard in 
sod., 2010). Eksperimentalni in klinični podatki kažejo, da na ALB obstaja tudi sekundarno 
vezavno mesto za BIL, a ga zaznamo samo v razmerju BIL : ALB > 1 : 1. Tu se zaradi nizke 
topnosti BIL pri fiziološkem pH že pojavi prenasičenost, kar vodi do začasne vezave BIL na 
ALB in nato do izločanja BIL (Soligard in sod., 2010). 
2.5.1 Motnje nastajanja ALB 
Hipoalbuminemijo opredeljujemo kot zmanjšano vrednost serumskega ALB, in sicer manj 
kot 35 g/l, klinično pomembna hipoalbuminemija pa se pojavi, ko je njegova raven manjša 
od 25 g/l (Gatta in sod., 2012). Hipoalbuminemija je lahko del osnovne bolezni ali 
sekundarni pojav pri razvoju nekega drugega bolezenskega stanja. Tako hipoalbuminemija 
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spremlja jetrno odpoved, nefrotski sindrom (ledvične bolezni), opekline, črevesne bolezni z 
izgubo beljakovin, malabsorpcijski sindrom, pozno nosečnost, maligne bolezni itd. Pogosto 
se pojavi pri starejših bolnikih, podhranjenih osebah in bolnikih s kroničnimi boleznimi v 
napredovanih stadijih (Gatta in sod., 2012; Goldwasser in Feldman, 1997). 
 
Zmanjšanje serumske koncentracije ALB je lahko tudi posledica prenizkega kaloričnega 
vnosa, zmanjšanja aminokislinskih (AK) zalog (tj. malabsorpcijski sindrom) ali oslabljene 
sinteze beljakovin v jetrih, povečane izgube pa se pojavijo pri nefrotskem sindromu, 
povečanem tkivnem katabolizmu (sepsa) ali zaradi težav pri razporeditvi samega ALB 
(edem) (Franch-Arcas, 2001). 
 
2.6. INTERAKCIJE ZDRAVILNIH UČINKOVIN Z VEZANIM BILIRUBINOM NA 
ALBUMIN 
Številne raziskave so pokazale, da določene zdravilne učinkovine povzročijo izpodrivanje 
BIL z njegovega vezavnega mesta na ALB (Davies, 1998; Ghuman in sod., 2005; Soligard 
in sod., 2010), kar lahko privede do povišane koncentracije BIL v serumu (Davies, 1998). 
Skupina kemoterapevtikov, za katero je znano, da izpodriva BIL, so sulfonamidi. Z njimi se 
lahko dvigne raven BIL, ki nato prečka krvno-možgansko bariero. Sulfisoksazol in 
sulfadimetoksin spadata v zgoraj omenjeno skupino in povzročata povečanje koncentracije 
BIL v možganih ter pojav kernikterusa (Amini in sod., 2017). Sulfisoksazol lahko z 
albumina izpodrine 80–90 % vezanega BIL, medtem ko šibki nesterodini antirevmatik 
indometacin ne vpliva na vezavo BIL, čeprav se veže na isto vezavno mesto I (Soligard in 
sod., 2010).  
 
Ibuprofen je šibek analgetik iz družine nesteroidnih protivnetnih učinkovin (NSAID) in je 
ena od zdravilnih učinkovin, ki pri poskusih v pogojih in vivo ter in vitro povzročajo različne 
eksperimentalne rezultate. Nekatere raziskave v pogojih in vivo nakazujejo tako na 
izpodrivanje BIL kot tudi na to, da ibuprofen ne vpliva na vezavo BIL na ALB, medtem ko 
študije in vitro kažejo na pomemben vpliv ibuprofena na izpodrivanje BIL (Soligard in sod., 
2010). Asociacijska konstanta ibuprofena na vezavno mesto II na albuminu je 3,5 × 106 M 
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(Yamasaki in sod., 2013). Prav tako kot ibuprofen spada v družino nesteroidnih protivnetnih 
učinkovin (NSAID) tudi ketoprofen. Na HSA se z večjo afiniteto veže na mesto II in z nižjo 
afiniteto na sekundarno vezavno mesto I. Pri terapevtski koncentraciji (2 µg/ml) je vezava 
na sekundarno vezavno mesto HSA zanemarljiva (Lagrange in sod., 2000).  
 
Nekatere starejše in vitro študije poročajo, da imajo tudi druge zdravilne učinkovine, kot so 
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3 MATERIAL IN METODE 
Svoje hipoteze smo preverili s pomočjo različnih metod, ki smo jih izvedli na različnih 
lokacijah. Na Biotehniški fakulteti smo izvedli analizo s pomočjo površinske plazmonske 
resonance (SPR), na Kemijskem inštitutu smo naredili analizo z mikrotermoforetično 
metodo (MST), na Medicinski fakulteti, Inštitutu za farmakologijo in eksperimentalno 
toksikologijo smo naredili teste celične viabilnosti na celičnih kulturah različnih celic iz 
centralnega živčnega sistema (nervroblastomske linije, primarne astrocitne linije), na 
Univerzi v Trstu pa smo s pomočjo fluorescenčnega senzorja merili prosti BIL.  
 
3.1 TEORETIČNA PRIPRAVA PATOFIZIOLOŠKIH MODELOV 
Prvi korak v zasnovi magistrskega dela je bil sistematični pregled biomedicinske znanstvene 
literature. S pomočjo raziskovalnih člankov iz podatkovne baze PubMed smo pridobili 
podatke, ki smo jih uporabili za sestavo patofizioloških modelov. Za pilotne poskuse za 
magistrsko delo smo izbrali pet kliničnih stanj, kjer se pomembno spreminjajo serumske 
vrednosti bilirubina in albumina, in sicer: i) model zdravega odraslega človeka; ii) model 
neonatalne hiperbilirubinemije (kernikterus); iii) model nefrotskega sindroma, iv) model 
odpovedi jeter ter (v) model hiperalbuminemije (paraneoplastični sindrom, hepatocelični 
karcinom). Okvirne referenčne vrednosti za BIL in ALB smo pridobili iz znanstvenih 
člankov (Procopet in sod., 2015; Kutsal in sod., 2016; Huang in sod., 2016; Grabemann in 
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Preglednica 1: Pregled referenčnih vrednosti za izbrane modele. V tabeli so prikazane vrednosti za 
albumin (ALB) in celokupni serumski bilirubin (BIL), ki so bile pridobljene iz analize znanstvenih virov.  
Model ALB (g/L) BIL (µmol/L) Literaturni viri 
Model 1: kernikterus 35 400 (Kanakoudi in 
sod., 1995; 
Lerman in sod., 
1984) 




Lerman in sod., 
1984) 
Model 3: nefrotski 
sindrom 
35 10 (Kutsal in sod., 
2016; Li in Zhang, 
2015) 
Model 4: odpoved jeter 40 120 (Huang, in sod., 




60 10 (Kutsal in sod., 
2016) 
 
V pričujoči magistrski nalogi smo želeli razviti eksperimentalni model in preveriti vpliv 
zdravilnih učinkovin (kasneje smo se osredotočili na šibke nesteroidne analgetike) na vezavo 
BIL na serumski ALB. Zato smo v namene prikaza delovanja eskperimentalnega modela kot 
pilotne snovi uporabili zdravilne učinkovine z znano kompeticijo z BIL za vezavno mesto 
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Preglednica 2: Uporabljene zdravilne učinkovine in njihove molekulske mase. 
Zdravilna učinkovina Molekulska masa (g/mol) 
ibuprofen   206,28 
ketoprofen 254,28 
kvercetin  338,27 








Na podlagi pilotnih poskusov smo se odločili, da bomo v nadaljevanju uporabili šibke 
nesteroidne analgetike (ibuprofen, ketoprofen, acetilsalicilna kislina, indometacin in 
paracetamol) in vse poskuse opravili zgolj na dveh zgrajenih teoretičnih modelih. To sta bila 
Model 1 in Model 2, ki pa ju v nadaljevanju navajamo po razmerju BIL : ALB, saj je to 
pomembno z eksperimentalnega vidika. 
3.1.1 Ibuprofen 
Ibuprofen je nesteroidna protivnetna učinkovina (NSAID) iz skupine 2-arilpropionskih 
kislin. Kot antirevmatik je bil odkrit leta 1960, danes pa se uporablja povsod po svetu. 
Ibuprofen je močan inhibitor sinteze prostaglandinov in zaradi svoje S-(+)-enantiomere 
poseduje večino farmakoloških aktivnosti. Ta oblika ibuprofena je pri inhibiciji sinteze 
prostaglandinov in vivo 160-krat bolj učinkovita od R-(+)-enantiomere. Prav tako je S-oblika 
učinkovitejša pri inhibiranju agregacije trombocitov in tvorbi tromboksana (Davies, 1998). 
Ibuprofen je učinkovit pri zdravljenju revmatoidnega artritisa, osteoartritisa, 
ankilozirajočega spondilitisa, blaženju zobobolov in glavobolov ter nižanju telesne 
temperature. Neželeni učinki, ki se lahko pojavijo pri uporabi ibuprofena, so različne bolezni 
prebavil in ledvična odpoved (Davies, 1998). 
 
27 
 Arčan A. Vpliv izbranih zdravilnih učinkovin na vezavo bilirubina na serumski albumin. 




Ibuprofen se pri terapevtskih koncentracijah v veliki meri (> 98 %) veže na človeški 
serumski albumin (HSA, angl. human serum albumin), in sicer primarno na vezavno mesto 
II z asociacijsko konstanto vezave v območju med 105–106 L/mol (Davies, 1998). Analize 
so pokazale, da ima ibuprofen vsaj tri različna vezavna mesta za ALB z različno 
selektivnostjo (Davies, 1998). 
 
Priporočen terapevtski dnevni odmerek za lajšanje šibkih do srednje močnih bolečin 
(glavoboli, bolečine po poškodbah in manjših kirurških posegih), je 200–400 mg na vsakih 
šest ur. Ibuprofen ima širok spekter terapevtskih učinkov v serumskem koncentracijskem 
območju med 10 in 50 mg/L (48,5 – 242,4 µM), a postane toksičen pri koncentracijah > 100 
mg/L (484,8 µM) (Davies, 1998). Simpomi ob zastrupitvi z ibuprofenom so lahko od blagih 
prebavnih motenji pa vse do metabolne acidoze in epileptičnih napadov. Napadi se pojavijo 
v manj kot 10 % primerov. Najpogosteje so poročali o blagih simptomih toksičnosti, ki 
vključujejo bolečino v trebuhu, bruhanje, omotičnost, letargijo in glavobol. Med resnimi 
simptomi so poročali o apneji, komi, krvavitvi iz prebavil, driski in akutni ledvični odpovedi 
(Öker in sod., 2000) (Uporabljeno dne: 12. 2.2018 na 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1553-2712.2000.tb02278.x/epdf). 
 
3.2 PRIPRAVA UMETNIH SERUMOV 
Po teoretični pripravi patofizioloških modelov smo umetne serume pripravili na podlagi 
razmerja BIL : BSA. Prvo razmerje odgovarja modelu kernikterusa in znaša  
BIL : BSA = 1 : 1, drugo razmerje, ki odgovarja modelu zdravega človeka, pa znaša  
BIL  : ALB  = 1 : 50. Postopek priprave želenih raztopin je vedno potekal v enakem 
zaporedju, tako da smo vzpostavili standardni operativni postopek (SOP). Medije in pufre 
smo pred nanosom na celice postavili na sobno temperaturo, da smo zmanjšali temperaturni 
stres celic. Prav tako smo iz zamrzovalnika na sobno temperaturo postavili vse predhodno 
pripravljene zdravilne učinkovine v 100 % DMSO. 
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Pred začetkom poskusa smo pripravili DMEM z ustreznimi antibiotiki. V 50 ml DMEM  
smo odpipetirali 50 µl penicilina, 500 µl piruvata in 500 µl L-glutamata in ga pustili na sobni 
temperaturi. 
 
V 15 ml centrifugirke smo odtehtali določeno količino BSA (prikazano v tabeli 3) za vsako 
posamezno razmerje. Dodali smo 4,99 ml DMEM in ga 15 minut inkubirali na sobni 
temperaturi. Mešanico smo ob dodatku topila premešali na magnetnem mešalu in jo med 
inkubacijo tudi pretresli, da se je BSA v celoti raztopil. Nato smo dodali 5 µl izbrane 
predhodno pripravljene zdravilne učinkovine, v primeru kontrole pa DMSO. Vsako 
raztopino smo ob dodatku zdravilne učinkovine premešali na mešalu. V zadnjem koraku 
smo dodali še 5 µl, 400 mM ali 10 mM BIL in premešali na mešalu. Raztopine smo inkubirali 
na 37 °C v temnem prostoru (da se prepreči fotosenzitivni razpad bilirubina) in jih z 
magnetnim mešalom neprestano mešali 75 minut.  
 
Preglednica 3: Osnovna sestava priprave raztopin, kjer je na podlagi razmerja zabeležena količina 
albumina (BSA), polarnega topila (DMSO, dimetil sulfoksid), bilirubina (BIL) in zdravilne učinkovine (ZU). 
Razmerje BSA [g] DMSO [ml] BIL  ZU 
1 : 1 0,133  4,99 5 µl 400 mM 5 µl 
1 : 50 0,166 4,99 5 µl 10 mM 5 µl 
 
3.3 MERITVE PROSTEGA BILIRUBINA 
Fluorescenčne meritve prostega BIL so potekale v laboratorijih Univerze v Trstu.  
3.3.1. Kemikalije, mediji in priprava raztopin  
Za analizo smo uporabili goveji serumski albumin (BSA, proizvajalca Sigma-Aldrich), 
bilirubin (čistost ≥ 95 %, proizvajalca Fluka), ibuprofen (proizvajalca Sigma-Aldrich), 
DMSO (proizvajalca Sigma-Aldrich) in PBS (proizvajalca Gico). Naša analiza je zajemala 
pripravo raztopin z razmerjem BIL : BSA = 1 : 1 in BIL : BSA = 1 : 50. Na raztopini v 
vsakem razmerju smo nato analizirali vpliv 0,1 mM ibuprofena in 1 mM ibuprofena. Končni 
volumen pripravljenih raztopin je bil 10 ml. 
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Za merjenje fluorescence ob prisotnosti BIL smo uporabili protein UnaG, ki nam ga je 
prijazno podarila Univerza v Trstu (prof. Antonella Bandiera in prof. Sabina Passamonti) in 
je pridobljen po objavljenem postopku (Kumagai idr., 2013). Protein UnaG spada v družino 
maščobno-kislinsko-vezanih proteinov (FABP, angl. fatty-acid-binding proteins) in so ga 
prvotno izolirali iz mišičnih vlaken japonske jegulje (Anguilla japonica). Protein je dolg 139 
AK in postane fluorescenten z nekovalentno, visoko afinitetno in visoko specifično vezavo 
na BIL (Iwatani in sod., 2016; Kumagai in sod., 2013). 
 
Preglednica 4: Končne koncentracije v raztopini pri posameznem poskusu. Glede na razmerje med 
albuminom in bilirubinom smo dodali v tabeli navedene količine albumina, bilirubina, ibuprofena in 
polarnega topila (DMSO, dimetil sulfoksid). 
Razmerje + zdravilna 
učinkovina 
Albumin [g/l] Bilirubin [µM] IBU [mM] DMSO [%] 
1 : 1 27 400 / 2 
1 : 50 33 10 / 2 
1 : 1 + 0,1 mM IBU 27 400 0,1 2 
1 : 50 + 0,1 mM IBU 33 10 0,1 2 
1 : 1 + 1mM IBU 27 400 1 2 
1 : 50 + 1 mM IBU 33 10 1 2 
 
Priprava albumina: V šest 50 ml tub smo za razmerje 1 : 1 odtehtali 0,133 g BSA, za 
razmerje 1 : 50 pa 0,166 g BSA. Vanje smo odpipetirali 9,8 ml PBS in raztopino pustili 15 
minut, da se je BSA raztopil. Tube smo občasno pretresli. Medtem smo pripravili raztopine 
ibuprofena in BIL. 
 
Priprava bilirubina: Za pripravo 40 mM založne raztopine BIL smo natehtali 23,2 mg BIL 
in ga raztopili v 1 ml DMSO. Za pripravo 1 mM založne raztopine BIL smo natehtali 5,85 
mg BIL, ga raztopili v 2 mL DMSO in tako dobili 5 mM BIL. Nato smo v 400 µl DMSO 
odpipetirali 100 µl 5 mM BIL in tako dobili 1 mM BIL. 
 
Priprava ibuprofena: Za pripravo želenih raztopin ibuprofena smo izhajali iz 1 M 
koncentracije ibuprofena. Za pripravo 0,1 M (oz. 100 mM) koncentracije smo v 900 µl 
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DMSO odpipetirali 100 µl 1M ibuprofena v 100 % DMSO. Za koncentracijo 10-2 M (oz. 10 
mM) ibuprofena smo v 1,98 ml DMSO odpipetirali 20 µl 1 M ibuprofena v 100 % DMSO.  
 
Za pripravo raztopine z razmerjem BIL : BSA = 1 : 1 smo v 9,8 ml PBS z BSA odpipetirali 
100 µl 40 mM BIL ter dodali 100 µl DMSO. Za pripravo raztopine z istim razmerjem ter 0,1 
mM ibuprofenom smo v 9,8 ml PBS z BSA odpipetirali 100 µl 40 mM BIL in 100 µl 10-2 
M Ibuprofena. Za pripravo razmerja 1 : 1 z 1 mM ibuprofenom smo v 9,8 ml PBS z BSA 
odpipetirali 100 µl 40 mM BIL in 100 µl 0,1 M ibuprofena.  
Za pripravo raztopine z razmerjem BIL : BSA = 1 : 50 smo v 9,8 ml PBS z BSA odpipetirali 
100 µl 1 mM BIL ter dodali še 100 µl DMSO. Za pripravo razmerja 1 : 50 z 0,1 mM 
ibuprofenom smo v 9,8 ml PBS z BSA odpipetirali 100 µl 1 mM BIL in 100 µl 10-2 M 
Ibuprofena. Za pripravo razmerja 1 : 50 z 1 mM ibuprofenom smo v 9,8 ml PBS z BSA 
odpipetirali 100 µl 1 mM BIL in 100 µl 0,1 M ibuprofena. 
 
Vse tube, ki so vsebovale BIL, so bile zavite v alufolijo. Tako smo preprečili dostop svetlobe 
do vzorcev in razpad BIL. Pripravljene raztopine smo nato položili v komoro s temperaturo 
37 °C, kjer so se vzorci 75 minut neprestano mešali s pomočjo magnetnega mešala. 
3.3.2 Protokol 
Po 75 min stresanja smo vse raztopine premešali na mešalu. Pripravili smo šest Amiconᵀᴹ 
Ultra – 0,5 centrifugalnih filtrov z velikostjo por 3 kDA (oz. z MWCO 3 kDA) in jih postavili 
v šest zanje izdelanih centrifugirk. To pomeni, da so lahko skozi filter prehajale le molekule, 
ki imajo molsko maso manjšo od 3 kDA. Na ta način smo na drugi strani zadržali albumin z 
molsko maso 66 kDA. V vsak filter smo odpipetirali 440 µl ustrezno označenega modela. 
Sledilo je 6-minutno centrifugiranje na 8.000 RPM pri sobni temperaturi in v temni sobi. 
Pridobljeni supernatant smo zavrgli, iz filtrov odpipetirali ostanek vzorcev, ponovno 
odpipetirali 440 µl ustrezno označenih vzorcev in centrifugirali pod enakimi pogoji. 
Supernatant smo ponovno zavrgli. 
 
Odstranjevanje prvega in drugega ultrafiltrata podpiramo s protokolom iz študije Martelanca 
in sod. Ta korak je potreben za nasičenje in uravnoteženje membrane filtra in stene s prostim 
bilirubinom iz seruma (Martelanc in sod., 2014). 
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Odpipetirali smo 400 µl ustrezno označenih vzorcev in pri sobni temperaturi v temni sobi 
7 minut centrifugirali na 10.000 RPM. Pridobljeni supernatant (200 µl) smo nato prenesli v 
ustrezno označene 2 ml epice, ovite v alufolijo. Iz filtrov smo odstranili ostanek vzorca in 
zadnji postopek ponovil še dvakrat. 
 
Zatem smo centrifugirane vzorce nanesli na mikrotitersko ploščo v štirih ponovitvah. V 
vsako luknjo smo odpipetirali 88 µl vzorca in dodali 12 µl proteina UnaG (0,1 mg/ml). S 
skupnim volumnom 100 µl na luknjico smo ploščo vstavili v čitalec mikrotiterskih ploščic 
BioTek Synergy H1 in opravili meritve fluorescence, kjer smo pri valovni dolžini 498 nm 
vzbudili fluorofor, pri valovni dolžini 527 nm pa zaznali vzbujene emisije. Podatke smo 
pridobili s programom Gen5 (BioTek, Winooski, VT, ZDA). 
Slika 6: Uporabljene ultracentrifugirke MWCO 3K znamke Amicon. Od leve proti desni si sledijo testirani 
model in 1 : 50, 1 : 50 z 1 mM ibuprofenom, nato 1 : 1 in 1 : 1 z 1 mM ibuprofenom (lastni vir). 
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3.3.3 Priprava umeritvene krivulje 
Pripravili smo dve umeritveni krivulji. Prva krivulja je bila namenjena BIL in preverjanju 
njegove interakcije s proteinom UnaG. Vzorec za umeritveno krivuljo je bil sestvljen iz 50 
µl dvakratne koncentracije BIL, 12 µl proteina UnaG  (0,1 mg/ml 9) in 38 µl PBS.  
 
Uporabili smo predhodno pripravljeni 1 mM BIL. V 900 µl DMSO smo odpipetirali 100 µl 
1 mM BIL in dobili 100 µM BIL. V 9,98 ml PBS smo odpipetirali 20 µl 100 µM DMSO in 
dobili 200 nM koncentracijo. Za 100-, 40-, 20- in 10-nM koncentracije smo izhajali iz 100 
nM (priprava vzorcev v tabeli 7). 
 





Volumen BIL Volumen PBS [ml] 
100 200 20 µl 100 µM 9,98 
50 100 10 µl 100 µM 9,99 
20 40 1,2 ml 100 nM 0,8 
10 20 600 µl 100 nM 1,4 
5 10 300 µl 100 nM 1,7 
0 0   
 
Slika 7: BioTek Synergy H1, meritve prostega bilirubina (lastni vir). 
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Druga umeritvena krivulja je bila namenjena preverjanju ibuprofena s končno koncentracijo 
10-3 M  oz. 1 mM pri različnih koncentracijah BIL. Vzorec je sestavljalo 50 µl dvakratne 
koncentracije BIL, 12 µl proteina UnaG (0,1 mg/ml) in 38 µl ibuprofena s stalno 
koncentracijo 10-2 M. Kot že omenjeno smo opravili meritve fluorescence, kjer smo vzbudili 
fluorofor pri valovni dolžini 498 nm in zaznali vzbujene emisije pri valovni dolžini 527 nm.  
 
3.4 TESTI CELIČNE VIABILNOSTI 
3.4.1 Kemikalije in mediji 
Za analizo smo uporabili goveji serumski albumin (BSA, proizvajalca Sigma-Aldrich) in 
bilirubin (čistost ≥ 95 %, proizvajalca Fluka). V 50 ml začetnega medija Leibovitz (L-15) 
smo dodali 0,05 g BSA in 50 µl gentamicina. Kot medij za kasnejšo rast in inkubacijo celic 
smo uporabili DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, proizvajalca Gibco). Za rast 
celic smo v 50 ml DMEM, filtriranega skozi filter 0,22 µm, dodali 5 ml tretiranega govejega 
seruma (FSA, angl. formaldehyde-treated BSA), 500 µl L-glutamina, 500 µl piruvata in 50 
µl penicilina. Za spiranje celičnih kultur smo uporabili fosfatni pufer PBS (proizvajalca 
Gibco). Testirane zdravilne učinkovine so bile ibuprofen, ketoprofen, indometacin, 
paracetamol in acetilsalicilna kislina (proizvajalca Sigma-Aldrich). 
3.4.2 Priprava celičnih kultur astrocitov 
Celične kulture astrocit smo pripravili iz možganske skorje tri dni starih podganjih mladičev 
seva Wistar, ki smo jih pridobili iz Medicinskega eksperimentalnega centra na Medicinski 
fakulteti. 
 
Vse postopke smo izvedli v skladu s Pravilnikom o pogojih za izvajanje poskusov na živalih, 
ki je del Uradnega lista Republike Slovenije, in v skladu z odločbo, ki jo je izdala 
Veterinarska uprava Republike Slovenije (št. U34401-2014/4). Dekapitacijo poskusnih 
živali in primarne celične linije astrocitov je pripravil ustrezno usposobljen laboratorijski 
tehnik. 
 
Možganom, ki smo jih pridobili iz žrtvovanih podganjih mladičev, smo odstranili 
možgansko ovojnico ali meningo in možgansko skorjo (korteks) ločili od preostalega dela 
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možganov. Korteks smo 4 minute centrifugirali v 4 ml L-15 na 1200 obratov/min pri sobni 
temperaturi. Sledilo je resuspendiranje in ponovitev koraka. Nato smo celice homogenizirali 
s pomočjo treh različnih premerov igel (25, 22 in 20 g). V 15 ml veliko centrifugirko smo 
vstavili najlonsko mrežo (niteks), nanjo nanesli celice ter jo za 4 minute vstavili v centrifugo 
na 1200 obratov/min pri sobni temperaturi. Možgansko tkivo je bilo v tem koraku že 
popolnoma homogenizirano. Po centrifugiranju smo zavrgli supernatant, dolili DMEM, 
resuspendirali in prestavili v TPP-steklenico za gojenje celičnih kultur. Celice smo inkubirali 
pri 37 °C, 95 % filtriranega zraka in 5 % CO2. Rast celic je nemoteno potekala naslednjih 
pet dni. Po petih dneh je bila potrebna menjava hranilnega medija (DMEM), nato pa smo 
pod enakimi pogoji gojili celice do konfluence. 
 
Ko so bile celice pripravljene oz. konfluentne (v našem primeru 12 dni), smo zamenjali 
hranilni medij, čemur je sledilo stresanje celic na stresalniku čez noč na 200 obratih/min pri 
sobni temperaturi. Zjutraj smo zamenjali medij in postopek ponovili še dvakrat. Astrociti so 
se na dno TPP-steklenic pritrdili močneje kot celice mikroglie. Zato je bilo stresanje nujno 
potrebno, saj smo z njim dosegli čistejšo kulturo astrocitov. 
 
Po zadnjem stresanju smo odlili hranilni medij in dodali 4 ml 0,05 % Tripsin-EDTA. Celice 
smo postavili v inkubator in jih tam pustili 20 minut. Sledilo je močno stresanje  
TPP-steklenice s celicami, da so se celice popolnoma odlepile. Dodali smo 10 ml hranilnega 
medija in resuspendirali za popolno homogenizacijo celic. Zatem smo vsebino enakomerno 
razdelili v dve novi TPP-steklenici in v vsako dolili še 6 ml hranilnega medija (končni 
volumen naj ne bi presegal več kot 14 ml). TPP-steklenice smo položili v inkubator (37 °C, 
95 % nefiltriranega zraka, 5 % CO2).  
 
Celice so po enem tednu zrastle do konfluence, dodali smo 0,05 % Tripsin-EDTA, močno 
stresli in resuspendirali, saj smo želeli enakomerno porazdelitev celic v mikrotiterskih 
ploščah. V steklenico smo dolili še 48 ml hranilnega medija in celice razporedili v plošče. 
Uporabili smo mikrotiterske plošče s šestimi luknjami (rastna površina je bila 9,026 cm2), 
kamor smo odpipetirali 2 ml volumna. Po 24 urah smo zamenjali medij, da smo tako 
odstranili tripsin. Celice smo tri tedne gojili v inkubatorju (37 °C, 95 % nefiltriranega zraka, 
5 % CO2) in jim vsak teden zamenjali medij (DMEM), nato pa smo jih uporabili za poskus. 
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Celotno delo na celičnih kulturah smo opravljali v laminariju v sterilnih pogojih. 
3.4.3 Gojenje nevroblastomskih celičnih linij 
Za naš poskus smo uporabili dve vrsti nevroblastomskih linij, in sicer i) podganje neuro-2A 
celične linije (N2A) in ii) nediferencirane človeške nevroblastomom podobne celične linije 
SH-SY5Y. SH-SY5Y so subklonirane celice iz starševskih nevroblastomskih linij z oznako  
SK-N-SH (Shipley in sod., 2016). Celice so bile ustvarjene leta 1970 s pomočjo biopsije 
kostnega mozga ter vsebujejo celice, podobne nevroblastomom in epitelom. Sestavlja jih 47 
kromosomov in stabilni kariotip. Naše celice so bile nediferencirane. Z različnimi 
mehanizmi (uporaba specifičnih nevrotropinov, kot je možganski nevrotrofični faktor oz. 
BDNF) se lahko diferencirajo v zrele človeške nevrone. Uporaba celičnih kultur nam je 
omogočila učinkovito platformo za karakterizacijo funkcionalnosti proteinov in 
razumevanje molekularnih mehanizmov, ki izvajajo specifične pojave (Otey in sod., 2003; 
Shipley in sod., 2016). 
 
Nevroblastomske celične linije so gojili laboratorijski tehniki na Medicinski fakulteti. 
 
Pred vsakim korakom smo  na 56 °C 30 minut greli fetalni goveji serum (FBS). Prav tako 
smo segreli vse ustrezne medije in s tem pred vsakim korakom omogočili ustrezno 
Slika 8: Laminarij za delo s celičnimi kulturami v sterilnih pogojih. (lastni vir). 
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vzpostavitev ravnovesja v pH. Pogoji za segrevanje so bili temperatura 37 °C, 5 % CO2 in 
pH 7. Tako smo minimalizirali prisotnost šoka na celice. 
 
Ko so celice dosegle 70–80 % konfluence, smo jih ločili, tako da smo iz steklenic T 75 
izsesali medij in dodali 10 ml medija PBS. Celičnih kultur se ne sme redčiti v večjem 
razmerju kot 1 : 5, saj lahko pride do celične smrti zaradi nizke konfluence. Izsesali smo 
PBS in dodali 2,5 ml 0,05 % Tripsin–EDTA. Inkubirali smo 5 minut in steklenico rahlo 
pretresli, da so se celice sprostile s podlage. Dodali smo 10 ml osnovnega rastnega medija 
(EMEM z dodanim penicilinom in glutaminom) in 2 minuti centrifugirali na 1000 g. Odlili 
smo medij in peleto resuspendirali v 5 ml osnovnega rastnega medija. Celice smo razredčili 
v razmerju 1 : 5 v celokupnem volumnu 20 ml za nasaditev v steklenicah T 75. 
 
Zgodnje pasaže nevroblastomskih linij smo zamrznili v osnovnem rastnem mediju z 
dodanim 5 % DMSO. Za 24 ur smo celice zmrznili na –80 °C, za dolgoročno skladiščenje 
pa smo jih v nadaljevanju prestavili v tekoči dušik. Celice, ki smo jih uporabili v poskusu 
smo v 2 minutah odtalili v vodni kopeli (37 °C) in jih nato resuspendirali v 9 ml osnovnega 
rastnega medija ter jih 2 minuti centrifugirali pri 1000 g. Odstranili smo supernatant in peleto 
resuspendirali v 10 ml osnovnega rastnega medija. Celice smo prenesli v novo steklenico T 
75 in naslednji dan zamenjali medij ter s tem odstranili mrtve celice. Celice smo prenesli v 
mikrotiterske ploščice s 96 luknjicami in jih naslednji dan uporabili v poskusu (Shipley in 
sod., 2016). Količina celic, nanešena 24 ur pred poskusom, je pri celični liniji N2A znašala 
104 celic/luknjico in pri celični liniji SH-SY5Y 1,5 x 104 celic/luknjico. 
3.4.4 Protokol 
Za analizo smo pripravili dve raztopini, ki sta se razlikovali v razmerju med bilirubinom in 
albuminom, in sicer BIL : BSA = 1 : 1 in BIL : BSA = 1 : 50. Poskuse smo izvedli na 
astrocitah podganjih mladičev ter dveh tipih nevroblastomskih celic, in sicer na podganjih 
celicah N2A in humanih celicah SH-SY5Y. Astrociti so bile pripravljeni v mikrotiterskih 
ploščah s 6 luknjicami, zato smo v vsako luknjo odpipetirali 2 ml vzorca. Podganje celice 
N2A ter humane celice SH-SY5Y so bile gojene v mikrotiterskih ploščah s 96 luknjicami, 
zato smo v luknje odpipetirali 100 µl vzorca. Na pripravljenih razmerjih smo testirali tako 
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delovanje samega BIL kot tudi delovanje šibkih analgetikov pri različnih koncentracijah. 
Tretirane celice smo za 24 ur shranili v inkubatorju na temperaturi 37 °C. 
 
Preglednica 6: Modeli in koncentracije albumina in bilirubina. 
Razmerje BIL : BSA BSA (g/L)  BIL (µmol/L) 
1 : 1 27 400 
1 : 50 33 10 
 
Na celicah N2A in SH-SY5Y smo pri različnem razmerju BIL : BSA izvedli sedem 
neodvisnih poskusov. Vse zdravilne učinkovine, ki smo jih testirali, so bile znotraj fiziološko 
pomembnih koncentracijskih vrednosti, ki smo jih pridobili s pomočjo analize raziskovalnih 
znanstvenih člankov (Cerletti in sod., 1984; Stocker in Montgomery, 2001) in spletne strani 
Centralne baze zdravil znotraj povzetkov glavnih značilnosti zdravila (SmPC) za vsako 
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Preglednica 7: Priprava raztopin na celicah N2A in SH-SY5Y pri razmerju 1 : 1 in 1 : 50, kjer smo preizkusili 
zdravilne učinkovine ibuprofen, ketoprofen, indometacin in paracetamol. Raztopine smo pripravili tako, da je 
bila končna koncentracija ibuprofena v raztopini 0,1 mM in 1 mM, ketoprofena, paracetamola in aspirina 10 
µM ter indometacina 0,1 mM. 
Razmerje  
[BIL : BSA] 
BSA [g] DMEM [ml] BIL [µl] Zdravilna 
učinkovina [µl] 
+1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl DMSO 
1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl 0,1 M 
ibuprofen 
1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl 1 M 
ibuprofen 
1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl 10 mM 
ketoprofen 
1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl 0,1 M 
indometacin 
1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl 10 mM 
paracetamol 
1 : 1/1 : 50 0,133/0,166 4,99 5 µl 400 mM/5 
µl 10 mM 
5 µl 10 mM 
aspirin 
 
Na vseh uporabljenih celičnih linijah smo v kontrolnih poskusih preverili tudi vpliv 
ibuprofena per se ter vpliv različnih koncentracij samega BIL. V DMEM z dodanim  
L-glutaminom, piruvatom in penicilinom smo tako pripravili 500 nM, 100 nM, 50 nM, 10 
nM in 1 nM BIL ter preverili njegovo delovanje na celice. Na enak način smo testirali tudi 
IBU per se z 1 mM in 0,1 mM koncentracijo. 
 
Najprej smo natehtali BSA in dodali DMEM z antibiotiki. Po 15 minutah, ko se je BSA 
raztopil na sobni temperaturi, smo dodali ustrezen volumen predhodno pripravljene 
zdravilne učinkovine. V zadnjem koraku smo dodali še BIL, kot je zabeleženo v 
razpredelnicah. 
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Iz mikrotiterskih ploščic s 96 luknjicami smo najprej izsesali medij in nato nanesli 
pripravljene raztopine na celice. Sledila je 24-urna inkubacija celic na temperaturi 37 °C s 
5 % CO2 in 95 % filtriranega zraka. 
 
Na astrocitih smo pripravili enake raztopine, preverili delovanje 1 mM in 0,1 mM 
ibuprofena, 10 µM ketoprofena, 0,1 mM indometacina, 10 µM paracetamola ter 100, 10 in 
1 nM BIL. Na astrocitih smo analizirali tudi samo delovanje BSA na celice. Vse tube, ki so 
vsebovale BIL, so bile zavite v alufolijo. S tem smo preprečili dostop svetlobe do vzorcev 
in razpad BIL. 
 
Po 24 urah smo celicam odstranili medij in jih dvakrat sprali s čistim medijem PBS. Sledil 
je test celične viabilnosti z uporabo resazurinskega barvila Alamar blue: 10 %  indikatorja 
Alamar blue smo nanesli na vzorce in jih inkubirali pod različnimi časovnimi pogoji. 
Astrocite smo inkubirali 60 minut, medtem ko smo celice N2A inkubirali 90 minut, celice 
SH-SY5Y pa 180 minut. Čas inkubacije je bil določen na podlagi predhodnih 
optimizacijskih poskusov, kjer smo spremljali kinetiko fluorescenčnega odziva. Po 
inkubaciji smo s pomočjo čitalnika mikrotiterskih ploščic BioTek Synergy HT izmerili 
fluorescenco, kjer smo pri valovni dolžini 570 nm vzbudili fluorofor, pri valovni dolžini 600 
nm pa zaznali vzbujene emisije. Podatke smo pridobili v programu Gen5 (BioTek, 
Winooski, VT, ZDA), jih izvozili v Excel (Microsoft, Redmond, Washington, ZDA) ter jih 
nadaljnje analizirali s programom GraphPad Prism 7 (GraphPad, La Jolla, California,  ZDA). 
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3.5 MERITVE VEZAVE BILIRUBINA NA ALBUMIN 
3.5.1 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
Analizo različnih zdravilnih učinkovin na vezavo BIL na serumski BSA smo preverjali tudi 
z metodo SPR v Infrastrukturnem centru za raziskave molekulskih interakcij na Biotehniški 
fakulteti (Univerza v Ljubljani). 
3.5.1.1 Kemikalije in mediji 
Za analizo smo uporabili goveji serumski albumin (BSA, proizvajalca Sigma-Aldrich), 
bilirubin (čistost ≥ 95 %, proizvajalca Fluka), DMSO (proizvajalca Sigma-Aldrich) in PBS 
(proizvajalca Gibco). Zdravilne učinkovine, ki smo jih testirali, so ibuprofen, kvercetin, 
acetilsalicilna kislina, paracetamol, prednizolon, hidrokortizon, kortizon, cimetidin in 
histamin proizvajalca Sigma-Aldrich. Potrebovali smo tudi (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 
-karbodiimid hidroklorid) (EDC, GE Healthcare) in N-hidroksisukcinimid (NHS, GE 
Healthcare), 1 M etanolamin hidroklorid – NaOH s pH 8,5 (GE Healthcare), imobilizacijski 
pufer 10 mM Na-acetat (pH 4,0) in nosilni pufer PBS, pripravljen v vodi Milli Q in filtriran 
skozi filter s porami premera 0,22 μm. 
Slika 9: Čitalnik mikrotiterskih ploščic BioTek Synergy HT. Poskusi merjenja celične viabilnosti z 
analizo flurescence med 570 in 600 nm valovne dolžine z indikatorjem Alamar blue (lastni vir). 
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Pred začetkom analize SPR smo najprej izvedli imobilizacijski postopek za BSA. Splošni 
vzorec pri imobilizaciji liganda (molekule, vezane na čip) je enak za vse kovalentne 
imobilizacije prek aminskih skupin in je sestavljen iz 1) aktivacije imobilizacijske površine 
(čipa) z vbrizgavanjem ustreznih reagentov (EDC, NHS), 2) vbrizgavanja raztopine liganda 
in 3) vbrizgavanja reagentov za deaktivacijo preostalih aktivnih skupin na površini in 
odstranitev nekovalentno vezanih ligandov (Kumagai in sod., 2013). 
 
Zato smo za aktivacijo karboksilnih skupin površine čipa CM5 uporabili raztopino 
EDC : NHS = 1 : 1, kjer smo v šestih minutah injicirali mešanico pri pretoku 10 µl/min. 
Sledila je imobilizacija, kjer smo BSA redčili v 10 mM Na-acetatu s pH 4,0 (imobilizacijski 
pufer) do koncentracije 50 µg/ml. Protein smo redčili v pufru, katerega vrednost pH je bila 
pod izoelektrično točko proteina in ki je bil tako pozitivno nabit. S tem smo povečali 
elektrostatski privlak z negativno nabito površino čipa. Injiciranje proteina je potekalo pet 
minut pri pretoku 10 µl/min. Zadnja faza je bila deaktivacija preostalih aktiviranih skupin 




Slika 10: BiacoreT100 – metoda SPR.  
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Za vsako zdravilno učinkovino smo izračunali teoretično maksimalno vrednost ob vezavi 





 x Rim[RU] x S 
Enačba 2: Teoretična maksimalna vrednost vezave analitov, kjer MW analita in liganda pomeni njuno 
molekulsko maso, Rim nivo imobilizacije liganda, S pa stehiometrijsko razmerje med analitom in ligandom 
(Kumagai in sod., 2013). 
 
Iz druge enačbe pridobimo predvideno vrednost vezave analita na liganda. Vezavo molekul 
lahko s primerjavo predvidenega in realnega rezultata interpretiramo na dva različna načina: 
i) če je realni rezultat pod predvideno vrednostjo, lahko predvidevamo, da se je na ligand 
vezala ena molekula; in ii) če je realni rezultat nad predvideno vredjo, lahko predvidevamo, 
da se je na ligand vezalo več molekul. Iz realne vrednosti izračunamo število molekul.  
 
Po imobilizaciji BSA je sledila titracija samega BIL. Iz začetne raztopine 1,7 mM BIL, ki 
smo jo pripravili iz 1 mg v 1 ml 100 % DMSO, smo v 999 µl PBS odpipetirali 1 µl 1,7 mM 
BIL in dobili 1,7 µM BIL (v 0,1 % DMSO). Pripravili smo redčitveno vrsto in tako analizirali 
koncentracije 1,7 µM, 850 nM, 425 nM, 212,5 nM in 106,25 nM. 
 
Sledila je priprava in analiza devetih zdravilnih učinkovin, zabeleženih v spodnji tabeli. Iz 
stock raztopine s koncentracijo 10 mM smo v PBS pripravili 100 µM vzorce, ki smo jih 
nanesli na mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami, in z aparatom Biacore T100 analizirali 
njihovo vezavo na BSA. 
 
V zadnjem koraku smo preverili vezavo 1 µM BIL in 20 µM ibuprofena ter kompetitivno 
vezavo med BIL in ibuprofenom. Pripravili smo 1 µM BIL v 0,1 % DMSO s PBS, ki smo 
ga testirali z različnimi koncentracijami ibuprofena. 
3.5.2 Metoda mikrotermoforeze (MST) 
3.5.2.1 Princip metode MST 
MST je metoda s katero zaznavamo interakcije med molekulami brez imobilizacije na 
površino. Pri MST preučujemo premikanje molekul v temperaturnem gradientu. Vsaka 
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sprememba, ki se pojavi v hidratacijskem ovoju zaradi sprememb v konformaciji molekule, 
povzroči spremembo gibanja vzdolž temperaturenga gradienta in se uporablja za določanje 
afinitete vezave (Seidel in sod., 2014). MST lahko v grobem razdelimo na štiri časovne faze 
poteka: i) začetno stanje, ii) termoforeza, iii) stanje ravnovesja in iv) ponovna difuzija. V 
začetnem stanju so molekule v vzorcu homogeno porazdeljene. Nato vklop infrardečega 
laserja povzroči točkovno segrevanje kapilar, kateremu sledita hiter temperaturni skok in 
padec v signalu. Segrevanje povzroči spremembo porazdelitve molekul znotraj kapilare 
glede na njihove lastnosti: maso, naboj in hidratacijski ovoj. Temu sledi faza termoforeze 
pri kateri pride do premikanja molekul od višjega k nižjemu temperaturnemu gradientu, kar 
se kaže v upadu fluorescence (Jerabek-Willemsen in sod., 2011). Molekule dosežejo stabilno 
stanje po 30–36 sekundah, nato se infrardeči laser ugasne in pojavi se obratni temperaturni 
skok. Ko se temperatura normalizira, se molekule z difuzijo vrnejo v homogeno stanje (sl. 
11). Sprememba v termoforezi je izražena kot sprememba Fnorm, ki je definirana kot: 
 




Enačba 3: Sprememba termoforeze je izražena kot sprememba Fnorm, ki jo lahko izračunamo kot kvocient 
med odzivom po določenem času gretja z IR-laserjem (Fhot) in odzivom pred prižigom IR-laserja (Finitial) 
(Jerabek-Willemsen in sod., 2011). 
 
Titracija liganda pa povzroča postopno spremembo v termoforezi, iz katere nato dobimo 
vezavno krivuljo za določanje disociacijske konstante (Jerabek-Willemsen in sod., 2014). 
Disociacijska konstanta (Kd) je ravnovesna konstanta, ki meri težnjo večjega kompleksa, da 
se reverzibilno loči na manjše komponente. Večji kot je Kd, šibkejša je vezava med 
molekulami (M. Jerabek-Willemsen idr., 2014).  
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3.5.2.2 Kemikalije in mediji 
Meritve smo izvedeli na proteinu BSA proizvajalca Sigma-Aldrich. Kot pufer smo uporabili 
10 x PBS  in 5 % DMSO. Za označevanje proteina smo uporabili pufer in barvilo NT–547–
NHS, ki se veže na cisteine na BSA iz kompleta Monolith NTᵀᴹ za označevanje proteinov 
proizvajalca NanoTemper technologies. 
3.5.2.3 Protokol 
Pri običajni metodi mikrotermoforeze je potrebno označevanje proteina. Ko protein 
označimo, se med barvilom in proteinom ustvari močna kovalentna vez, sam protein pa 
postane zelo stabilen. Tako lažje zaznamo označeni protein in njegove vezane komponente. 
Za označevanje 20 µM BSA smo uporabili komplet Monolith NTᵀᴹ za označevanje proteina. 
 
V suho fluorescentno barvilo smo dodali 30 µl pufra za označevanje. Barvilo smo premešali 
na mešalu, da se je popolnoma raztopilo. Z označevalnim pufrom smo koncentracijo barvila 
prilagodili na dvakratno koncentracijo proteina. Nato smo 100 µl proteina zmešali s 100 µl 
raztopljenega barvila v razmerju 1 : 1, da smo dobili končni volumen 200 µl. Protein smo 
30 minut inkubirali v temi na sobni temperaturi.  
 
Slika 11: Princip delovanja metode MST. Metoda ima štiri časovne faze poteka: i) začetno stanje, kjer so 
molekule v vzorcu homogeno porazdeljene ii) termoforeza, kjer pride do premikanja molekul od višjega k 
nižjemu temperaturnemu gradientu, kar se kaže v upadu fluorescence, iii) stanje ravnovesja in iv) ponovna 
difuzija, kjer se molekule z difuzijo vrnejo v homogeno stanje. Prirejeno po Jerabek-Willemsen in sod., 2011. 
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Sledilo je označevanje proteina, kjer smo odstranili nezreagirano prosto barvilo. Pri 
označevanju smo uporabili kolono B iz kompleta proizvajalca NanoTemper technologies. Iz 
kolone smo najprej odlili v njej nanešeno raztopino in odstranili spodnji pokrov ter jo 
namestili na 15 ml centrifugirko. Kolono smo umerili in sprali s trikratnim nanosom 3 ml 
pufra. 
 
Po spiranju smo na center kolone dodali 200 µl označevalnega proteina in počakali, da se je 
v celoti vpil. Nato smo nanesli 300 µl PBS pufra. Zbirali smo frakcije po približno 200 µl  
raztopine v 1,5-ml epice, prvih 100 µl smo zavrgli, saj niso vsebovali proteina. Na koloni je 
ostalo barvilo, ki se ni vezalo na protein. 
 
V nadaljevanju smo izbranim frakcijam z instrumentom MST izmerili fluorescenco in izbrali 
frakcijo z najbolj optimalnim signalom. Nato smo z izbrano frakcijo proteina in ligandom 
pripravili redčitveno vrsto. Pri metodi MST za določanje afinitete vezave navadno 
uporabimo 16 točk oz. redčitev liganda v raztopini s konstantno koncentracijo proteina. V 
našem primeru smo jo pripravili tako, da smo v 16 epic najprej odpipetirali po 10 µl pufra 
PBS z BSA in 2 µM BIL. Nato smo v prvo epico dodali 10 µl 100 µM ibuprofena, ki smo 
ga s prenosom 10 µl volumna iz ene epice v drugo 16 x razredčili. V končnih raztopinah je 
bila koncentracija BIL 1 µM in najvišja koncentracija ibuprofena v prvi epici 50 µM ter 
najmanjša koncentracija v zadnji epici 1,53 µM. Pripravljene raztopine smo vnesli v kapilare 
in jih analizirali z aparaturo MST. 
 
Naredili smo tudi eksperimente na posebnem instrumentu MST, na katerem ni potrebno 
označevati proteina (angl. label-free MST) z neoznačenim BSA. Metoda temelji na 
zaznavanju intrinzične fluorescence triptofanov v vzorcu. Pripravili smo raztopino 200 nM 
BSA z 100 nM BIL in 50 µM ibuprofena. Tudi v tem primeru smo naredili redčitveno vrsto 
16 razredčitev in raztopine vnesli v 16 kapilar ter jih analizirali z MST. 
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3.6. ANALIZA PODATKOV 
Podatke smo analizirali s pomočjo računalniškega programa GraphPad  Prism, verzija 7 
(GraphPad, La Jolla, California, ZDA), končne rezultate pa smo podali v obliki grafov. 
Eksperimentalne rezultate smo prikazali kot aritmetično sredino ± standardna napaka 
aritmetične sredine (angl. standard error of the mean (SEM)). 
3.6.1 Merjenje bilirubina 
Pri analizi merjanja prostega BIL smo uporabili Studentov t-test, kjer smo med seboj 
primerjali bilirubinske vrednosti  kontrolne skupine in skupine, kjer smo uporabili ibuprofen 
(sl. 14). Stopnjo statistično pomembne razlike med vzorci je predstavljala vrednost p, ki je 
znašala p < 0,05. 
3.6.2 Vezava na albumin 
V primeru analize MST in SPR smo naše rezultate prikazali grafično, s pomočjo programske 
opreme brez uporabe statistike.  
3.6.3 Celična viabilnost 
Vsi rezultati kontrol, modelov, albumina per se, ibuprofena per se in prostega bilirubina so 
prikazani kot odstotek viabilnosti celic (% viabilnosti). Vsi poskusi celične viabilnosti so 
bili narejeni v treh paralelah in ponovljeni vsaj trikrat v neodvisnih eksperimentih. Stopnjo 
statistično pomembne razlike smo računali s pomočjo Studentovega t-testa, če smo 
primerjali dva skupini med seboj (sl. 14), ali z enosmerno analizo variance (angl. one-way 
ANOVA) z Dunnettovim post-hoc testom, če smo več skupin primerjali z isto kontrolno 
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4 REZULTATI  
4.1 UMETNI SERUMI 
Pri pripravi umetnih serumov je bilo potrebno narediti predhodno optimizacijo pogojev. 
Predvsem smo spreminjali pogoje, kot so čas raztapljanja BSA, temperatura pri raztapljanju 
BSA, čas inkubacije BSA, BIL in zdravilnih učinkovin, temperatura inkubacije, mešanje na 
mešalu in stresanje med inkubacijo. V znanstveni literaturi do sedaj ni bilo objavljenih 
pogojev za pripravo umetnih serumov za različne patofiziološke modele.  
 
Ugotovili smo, da je za raztapljanje BSA v PBS najoptimalnejša 15-minutna inkubacija v 
hladilniku pri temperaturah 4–8 °C. Sledilo je vrtenje, in ne mešanje na mešalu, saj se BSA 
močno peni. Pri dodajanju BIL in zdravilnih učinkovin v pripravljeni BSA smo ugotovili, 
da je bolje, če komponenti dodamo s čim manjšim časovnim zamikom. Tako so imele 
molekule enake pogoje za vezavo na BSA. V začetku raziskave smo namreč ugotovili, da 
ibuprofen nima močnega učinka, če ga dodamo eno uro po inkubaciji BSA in BIL. Po 
dodatku vseh komponent smo vse raztopine premešali na magnetnem mešalu. Inkubacija 
trikomponentnega sistema je potekala približno 90 minut na 37 °C ob stalnem krožnem 
mešanju. Pri teh pogojih smo dobili pripravljene raztopine. V preliminarnih raziskavah smo 
inkubirali tudi pri sobni temperaturi z mešanjem na stresalniku in brez mešanja ter puščali 
raztopine čez noč na sobni temperaturi in pri 37 °C. Navedeni protokol se je empirično 
izkazal za najboljšega, zato smo na ta način izvedli vse nadaljnje poskuse.  
 
Prav tako smo si pri raztopinah pomagali z vizualno inspekcijo raztopine, pri čemer smo 
ugotovili, da se prvih 30 minut barva ne spreminja. Intenzivnost barve kaže na vezavo oz. 
izpodrivanje bilirubina z albumina. Po 30 minutah so bile pri nekaterih raztopinah (razmerje 
1 : 1 in 1 : 50, kjer smo dodali ibuprofen, ketoprofen in indometacin) opazne razlike v barvi, 
ki je postajala svetlo oranžna. 
 
Pri raziskavi prostega BIL smo raztopine BSA, BIL in ibuprofena sestavili na enak način, 
kot je opisano zgoraj. Po inkubaciji je sledilo ultracentrifugiranje, kjer smo se dela lotili po 
že omenjenem protokolu. Prvi in drugi ultracentrifugat smo zavrgli in s tem nasičili 
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membrano s prostim BIL. Tako smo imeli v tretjem ultracentrifugatu večjo količino prostega 
BIL. 
 
4.2 MERITVE PROSTEGA BILIRUBINA 
 
55 minut po zaključku analize smo dobili razpredelnico (sl. 12), kjer smo testirali standardne 
krivulje za PBS, PBS z DMSO in PBS z 0,1 mM ibuprofenom ob prisotnosti različnih 
koncentracij BIL (0, 25, 50 in 100 nM). V stolpcu od 1E do 1H smo nanesli štiri ponovitve 
nefiltriranega vzorca razmerja BIL : BSA = 1 : 50. V stolpec od 2E do 2H smo nanesli isto, 
a filtrirano razmerje. V stolpec od 3E do 3H smo nanesli nefiltrirani vzorec z razmerjem BIL 
: BSA = 1 : 50 in dodanim 0,1 mM ibuprofenom. V zadnjem stolpcu pa smo dodali še enako, 
a filtrirano raztopino. Od teh rezultatov smo odšteli še ozadje (angl. blank), ki smo ga testirali 
brez dodanega proteina UnaG, ob času 0. 
Slika 12: Primer rezultatov, ki smo jih pridobili iz BioTek Synergy H1 (BioTek, ZDA), kjer pridobljene 
vrednosti prikazujejo fluorescenco. Vsak poskus smo izvedli v štirih ponovitvah: nefiltrirani vzorec  BIL : BSA 
= 1 : 50 (modra elipsa), filtriran vzorec BIL : BSA = 1 : 50 (črna elipsa), nefiltrirani vzorec BIL : BSA = 1 : 
50 + 0,1 mM ibuprofen (rdeča elipsa) in filtriran vzorec BIL : BSA = 1 : 50 + 0,1 mM ibuprofen (rumena 
elipsa). 
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Slika 13: Slika standardnih krivulj v odvisnosti od koncentracije bilirubina in intenzitete fluorescence 
pri različnih topilih. Meritve fluorescence, kjer smo vzbudili fluorofor pri valovni dolžini 498 nm in zaznali 
vzbujene emisije pri valovni dolžini 527 nm. 
 
Standardne krivulje smo izračunali tako, da smo od povprečja štirih ponovitev vsaki 
koncentraciji bilirubina odšteli vrednost, ki jo predstavlja ozadje. V primeru krivulje PBS 
gre za povprečje kolone od 1A do 4A, ki ne vsebuje BIL, kar pomeni, da predstavlja ozadje. 
Po istem postopku smo izračunali tudi krivulji PBS + DMSO in PBS + 0,1 mM IBU. 
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Slika 14: Razlika med A) nefiltriranima vzorcema BIL : BSA = 1 : 50 (N=4) in BIL : BSA = 1 : 50 z 0,1 
mM ibuprofenom (N=4) in B) filtriranima vzorcema BIL : BSA = 1 : 50 (N=4) in BIL : BSA = 1 : 50 z 
0,1 mM ibuprofenom (N=4). Rezultati so prikazani kot aritmetična sredina s ± standardno napako. Student t-
test. Statistično pomembna razlika *** predstavlja p ≤  0,001; ns pomeni, da ni bilo statistično pomembne 
razlike. 
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Slika 14 prikazuje razliko med filtriranim in nefiltriranim vzorcem in razliko med razmerjem 
BIL : BSA = 1 : 50 ter BIL : BSA = 1 : 50 z dodanim 0,1 mM ibuprofenom. S slike 14b 
lahko razberemo, da se v primeru dodanega ibuprofena poveča količina BIL, ki je v primeru 
filtriranega vzorca statistično pomembna (p < 0,001). Senzor oz. protein UnaG se veže na 
prosti BIL, vendar lahko pride tudi do delne vezave na kompleks BSA–BIL. Zato smo v 
primeru nefiltriranega seruma (torej je bilirubin prišel na senzor tudi kot kompleks albumin-
bilirubin) opazili manjši učinek ibuprofena (sl. 14a). To je v skladu s pričakovanji, saj smo 
tako potrdili, da je za kvalitetno izvedbo poskusa potrebno serumske vzorce 
ultracentrifugirati, da se odstranita albumin in kompleks albumin-bilirubin. V 
ultracentrifugatu imamo tako samo prosti bilirubin. Na tak način smo dokazali, da ibuprofen 
izpodriva BIL z vezavnega mesta na BSA, saj je bila vrednost bilirubina značilno povečana 
v seriji poskusov, kjer smo dodali 0,1 mM ibuprofen. Vse dobljene vrednosti, se nanašajo 
na nM območje BIL. Natančneje sta oba stolpca ki, predstavljata BIL : BSA = 1 : 50 v 100 
nM območju, medtem ko se stolpca BIL : BSA = 1 : 50 + 0,1 mM IBU nanašata na 150–200 
nM območje BIL. Standardna krivulja za PBS + 0,1 mM IBU je namreč prikazana na sliki 
13 in je opazno nižja, kar še dodatno poveča vrednost izpodrinjenega BIL. 
 
4.3 TEST CELIČNE VIABILNOSTI 
Pri testih celične viabilnosti (z reagentom Alamar Blue reagenta) ocenjujemo sposobnost 
celic, za reduktivno pretvorbo rasazurina. Ta pretvorba izraža viabilnost celic in je boljši 
parameter za oceno poškodbe kot merjenje števila živih celic. S slike 15 lahko razberemo 
viabilnost različnega tipa celic znotraj posameznih razmerij BIL in BSA. S slike 15a, ki 
prikazuje kontrolo BIL : BSA = 1 : 50 in kontrolo BIL : BSA = 1 : 1 na astrocitih, je razvidno, 
da statistično pomembnih razlik ni, iz česar lahko sklepamo, da povečana prisotnost BIL ni 
nevrotoksično vplivala na astrocite. Na sliki 15b, kjer je predstavljena kontrola  
BIL : BSA = 1 : 50 in kontrola BIL : BSA = 1 : 1 na celicah N2A, smo opazili znižano 
celično viabilnost (p ≤ 0,001), ki je posledica povišanih vrednosti prostega bilirubina. S slike 
15c, ki nam predstavlja zgoraj omenjeni kontroli na primeru tipa celic SH-SY5Y, je razmerje 
BIL : BSA = 1 : 1 še močneje poškodovalo celice, saj je bila celična viabilnost znižana za 
50 % (p ≤ 0,001). 
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Slika 15: Grafi prikazujejo primerjavo kontrole z DMEM s kontrolo BIL : BSA = 1 : 50 in kontrolo  
BIL : BSA = 1 : 1 znotraj posemeznih tipov celic: A) kontrola BIL : BSA = 1 : 50 (N=15) in kontrola  
BIL : BSA = 1 : 1 (N=6) na astrocitih podganjih mladičev; B) kontrola BIL : BSA = 1 : 50 (N=63) in 
kontrola BIL : BSA = 1 : 1 (N=37) na celicah N2A in C) kontrola BIL : BSA = 1 : 50 (N=53) in kontrola 
BIL : BSA = 1 : 1 (N=37) na celicah SH-SY5Y. Rezultati so prikazani kot aritmetična sredina ± standardna 
napaka (SEM). Enosmerna analiza variance ANOVA s post-hoc Dunnettovim testom. Statistično pomembna 
razlika *** predstavlja p ≤ 0,001, ns pomeni, da ni bilo statistično pomembne razlike. 
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Pri testu celične viabilnosti nas je najprej zanimalo, ali BSA in ibuprofen per se vplivata na 
funkcionalnost celičnih kultur. Za preverjanje BSA smo se odločili zaradi njegove uporabe 
v vseh poskusih dvo- in trokomponentnega sistema, za ibuprofen pa zaradi obetavnih 
predhodno pridobljenih rezultatov pri metodi SPR. Pri ostalih ZU nismo pričakovali 
interakcije v naših sistemih, saj gre za kontrolne molekule, ki se vežejo na BSA, a nimajo 
učinka izpodrivanja. Vezava pri teh zdravilnih učinkovinah poteka na drugih delih molekule 
BSA, kjer bilirubin ni vezan. Z grafa na slikah 16a in b vidimo, da BSA per se nima 
nobenega statistično pomembnega vpliva na celično viabilnost. Razlika med kontrolo 
modela 1 in kontrolo modela 2 je v količini dodanega BSA v DMEM raztopino, ki pa ne 
vsebuje BIL. Na sliki 16b, opazimo da BSA nima statistično pomembnega vpliva na celice 
SH-SY5Y, čeprav se je njihova celična viabilnost nekoliko povečala. 
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Slika 16: Vpliv BSA per se na celično viabilnost pri kontrolnih poskusih (brez dodatka bilirubina) A) 
kontrolo modela 1 (N=3) in kontrolo modela 2 (N=3) znotraj tipa celic N2A glede na kontrolo in B) 
kontrolo modela 1 (N=3) in kontrolo modela 2 (N=3) znotraj celic SH-SY5Y glede na kontrolo. Rezultati 
so prikazani kot aritmetična sredina ± standardna napaka (SEM). Enosmerna analiza variance ANOVA s  
post-hoc Dunnettovim testom. Statistično pomembna razlika ** predstavlja p ≤ 0,01; ns pomeni, da ni bilo 
statistično pomembne razlike. 
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Slika 17: Vpliv ibuprofena per se na celično viabilnost pri kontrolnih poskusih (brez dodatka bilirubina) 
pri uporabljenih nevroblastomskih celičnih linijah: A) N2A tipa celic (N=18) in B) SH-SY5Y tipa celic 
(N=18). Rezultati so prikazani kot aritmetična sredina ± standardna napaka (SEM). Enosmerna analiza variance 
ANOVA s post-hoc Dunnettovim testom. Statistično pomembna razlika je prikazana na grafu kot: * predstavlja 
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S slik 17a in b lahko vidimo, da ibuprofen per se nima vpliva na delovanje celic N2A in  
SH-SY5Y. Ibuprofena per se na astrocitih nismo preverjali zaradi manjše razpoložljivosti te 
celične kulture. S temi poskusi smo potrdili, da tako albumin kot ibuprofen (kot je prikazano 
na sl. 16 in sl. 17) sama po sebi ne vplivata na viabilnost uporabljenih celic in tako ne 
predstavljata nobene toksičnosti per se. 
 
Sledila je analiza razmerja BIL : BSA = 1 : 1 in 1 : 50 z in brez zdravilnih učinkovin na 
astrocitih, celicah N2A in celicah SH-SY5Y. Ugotovili smo, da je pri astrocitih prišlo do 
100 % celične viabilnosti, tako pri razmerju BIL : BSA = 1 : 1 kot tudi pri  
BIL : BSA = 1 : 50, kot je prikazano na Sliki 18. Slika 18b prikazuje analizo na astrocitih, 
kjer lahko vidimo, da je pri razmerju BIL : BSA = 1 : 1 v vseh primerih 100–105 % 
viabilnost. Prav tako je na sliki 18a pri razmerju 1 : 50 z dodanimi zdravilnimi učinkovinami 
– ibuprofen, ketoprofen, indometacin in paracetamol celična viabilnost 102 %, 102 % in  
105 %. Rezultati so primerljivi s kontrolo, v kateri je bil prisoten samo DMEM. Tudi pri 
razmerju 1 : 1 pri dodanem ibuprofenu (10-4 in 10-3 M) in ketoprofenu, kjer smo z albumina 
izrinili bilirubin, nismo opazili upada celične viabilnosti. Predvidevamo, da so astrociti zelo 
odporni na visoke koncentracije BIL, saj nismo opazili znižanja celične viabilnosti 
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Slika 18: Primerjava različnih zdravilnih učinkovin glede na kontrolo in njihov vpliv na astrocite  v 
stanju A) BIL : BSA = 1 : 50 in B) BIL : BSA = 1 : 1. Rezultati so prikazani kot aritmetična sredina ± 
standardna napaka (SEM). Enosmerna analiza variance ANOVA s post-hoc Dunnettovim testom. Statistično 
pomembna razlika * predstavlja p ≤ 0,05; ns pomeni, da ni statistično značilne razlike.  
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Slika 19: Primerjava različnih zdravilnih učinkovin glede na kontrolo in njihov vpliv na celice tipa N2A 
v stanju A) BIL : BSA = 1 : 50 in B) BIL : BSA = 1 : 1. Rezultati so prikazani kot aritmetična sredina ± 
standardna napaka (SEM). Enosmerna analiza variance ANOVA s post-hoc Dunnettovim testom Statistično 
pomembna razlika: ** predstavlja p ≤ 0,01, *** predstavlja p ≤ 0,001; ns pomeni, da ni statistično značilne 
razlike. 
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Slika 19 prikazuje analizo rezultatov na celicah N2A. Opazimo lahko, da je razmerje 1 : 1 
(sl. 19b) že na kontroli poslabšalo celično viabilnost za 26,5 % glede na kontrolo, ki je 
vsebovala samo DMEM (sl. 15). S slike lahko pri obeh razmerjih razberemo močan vpliv 
10-3 M ibuprofena na celično viabilnost. Pri razmerju  1 : 1 je zmanjšal celično viabilnost za 
28,9 %, pri razmerju 1 : 50 pa za 33 % glede na ustrezno kontrolo (z BIL). Pri razmerju  
1 : 1 se kaže tudi močan vpliv 10 µM ketoprofena (27,93 %), ki je viden tudi pri razmerju  
1 : 50 (13,35 %), vendar v manjši meri. Pri razmerju 1 : 50 in 1 : 1 indometacin, paracetamol 
in aspirin niso vplivali na celično viabilnost. S slike je razvidno, da ne povzročajo statistično 
značilnih sprememb. Razmerje 1 : 50 ni tako izrazito zmanjšalo vabilnosti celic v primerjavi 
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Slika 20: Primerjava različnih zdravilnih učinkovin glede na kontrolo in njihov vpliv na celice tipa  
SH-SY5Y v stanju A) BIL : BSA = 1 : 50 in B) BIL : BSA = 1 : 1. Rezultati so prikazani kot aritmetična 
sredina ± standardna napaka (SEM). Enosmerna analiza variance ANOVA s post-hoc Dunnett testom. 
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Slika 20 prikazuje analizo rezultatov na celicah SH-SY5Y. Opazimo, da je razmerje že same 
kontrole (z BIL) 1 : 1 močno poslabšalo celično viabilnost, in sicer za 43,5 % glede na 
kontrolo z DMEM (brez bilirubina). Pri razmerju 1 : 50 je 10-3 M ibuprofen dodatno zmanjšal 
celično viabilnost za 14 % (p ≤ 0,01), 10-4 ibuprofen pa za 4,6 % glede na ustrezno kontrolo. 
Pri razmerju 1 : 1 nobena koncentracija ibuprofena ni imeli učinka na celično viabilnost. 
Ketoprofen je pri obeh razmerjih povzročil upad celične viabilnosti, ki pa ni bil statistično 
pomemben. Pri razmerju 1 : 50 je za 10,7 % zmanjšal celično viabilnost, pri razmerju 1 : 1 
pa za 15,7 % glede na ustrezno kontrolo. Pri razmerju 1 : 50 je 0,1 mM indometacin zmanjšal 
celično viabilnost za 4,1 %, 10 µM paracetamol za 9,7% in 10 µM aspirin za 11,9 % glede 
na kontrolo z DMEM (brez BIL). Pri razmerju 1 : 1 aspirin ni imel učinka na celično 
viabilnost glede na ustrezno kontrolo. Prav tako tudi paracetamol in indometacin nista imela 
statistično pomembnega vpliva. 
 
Analizirali smo tudi vpliv prostega BIL per se v nM koncentracijskem območju na delovanje 
celičnih kultur N2A in SH-SY5Y. Preverjali smo koncentracije 1, 10, 50 in 100 nM BIL v 
DMEM z < 0,005 % DMSO. Pri astrocitih smo izvedli poskus pri koncentracijah 1, 10 in 
100 nM prostega BIL. Slika 21a prikazuje funkcionalnost celičnih kultur astrocitov ob 
dodatku prostega BIL. Koncentracije od 1 do 100 nM nimajo statistično pomembnega vpliva 
na viabilnost astrocitnih celičnih kultur. 
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Slika 21: Vpliv prostega BIL v nM koncentracijskem območju (1-100 nM) v poskusih brez albumina  na 
A) astrocite (N=12), B) celice N2A (N=24) in C) celice SH-SY5Y (N=24) pri različnih koncentracijah. 
Rezultati so prikazani kot aritmetična sredina ± standardna napaka (SEM). Enosmerna analiza variance 
ANOVA s post-hoc Dunnett testom. Statistično pomembna razlika *** predstavlja p ≤ 0,05, * predstavlja  
p ≤ 0,001, ns pomeni, da ni statistično značilne razlike. 
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Na sliki 21b lahko vidimo, da koncentracije 1, 10 in 50 nM povečajo viabilnost na celicah 
N2A za 15,6 % (p ≤ 0,001), 10 % (p ≤ 0,05) in 12,5 % (p ≤ 0,05) glede na kontrolo. Pri 
koncentraciji 100 nM pa začne viabilnost počasi upadati glede na ostale koncentracije. Na 
sliki 21c  koncentracije 1, 10, 50 in 100 nM niso imele vpliva na viabilnost celičnih kultur 
SH-SY5Y celic.  
 
4.4. MERITVE VEZAVE BILIRUBINA NA ALBUMIN 
4.4.1 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
Pri analizi SPR smo najprej izvedli imobilizacijo BSA na čip. Na sliki 22 je prikazan 
senzorgram, ki prikazuje vezanje proteina prek aminskih skupin. Prvotni ozki in visoki skok 
v odzivu pri času 1100 sekund predstavlja vbrizganje BSA na sam čip pred aktiviranjem 
površine. S tem načinom pred aktivacijo čipa preverimo, ali je prišlo do zadostnega privlaka 
med proteinom in površino, kar nakazuje, da bo prišlo do zadostne vezave proteina. V 
nasprotnem primeru (če v tej fazi ne bi bilo odziva) bi morali s čipom injicirati višjo 
koncentracijo proteina ali pa ga redčiti v imobilizacijskem pufru s še nižjim pH. Temu sledi 
7-minutno vbrizgavanje EDC : NHS v razmerju 1 : 1, kar povzroči aktivacijo karboksilnih 
skupin čipa. Sledi odziv pri času okoli 100 sekund, ki ima sedem ponovitev in se konča pri 
1150 sekundah. Vbrizgavanje liganda oz. BSA v 10 mM Na-acetatu poteka 17 minut in 30 
sekund. Gre za fazo imobilizacije BSA. Zadnji in najvišji odziv, ki se pojavi pri 1300 
sekundah in traja do 1700 sekund, je zadnje vbrizgavanje v fazi deaktivacije odvečnih 
reaktivnih spojin. Aparatura v 420 sekundah skozi čip izbrizga etanolamin pri pretoku 10 
µl/min in tako zasede preostale aktivne skupine. Enote na grafu so resonančne odzivne enote 
(RU), kjer 1000 RU predstavlja 1 ng/mm2. Z grafa smo tudi razbrali nivo imobilizacije 
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Po imobilizaciji BSA smo v nadaljevanju izvedli titracijo BIL. S slike 23 je razvidno, da 
smo pripravili različne koncentracije BIL: najvišja koncentracija je bila 1,7 µM sledile pa so 
ji 850, 425, 212 in 106 nM koncentracija. Z grafa lahko razberemo odziv v RU glede na 
časovni potek. Naraščajoči del krivulje predstavlja asociacijo BIL na BSA. Po eni minuti 
smo prenehali injicirati BIL, čemur pripada padajoči del krivulje, ki predstavlja disociacijo 
BIL z BSA. 
 
Slika 22: Imobilizacija BSA. Senzogram prikazuje vezavo albumina prek aminskih skupin kjer prvi visok 
odziv predstavlja vbrizgavanje albumina. Naslednji odziv kaže na vbrizgavanje EDC : NSH v razmerju 1 : 1 
za aktivacijo karboksilnih skupin. Naslednji odziv pa prikazuje vbrizgavanje albumina oz. fazo imobilizacije. 
Najvišji odzvi predstavlja deaktivacijo odvečnih reaktivnih spojin. 
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Slika 24 prikazuje analizo devetih različnih izbranih zdravilnih učinkovin. Vsa zdravila so 
bila pripravljena iz 10 mM izhodne raztopine v PBS. Sledilo je redčenje do 100 µM s PBS. 
Raztopine smo nanesli na mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami in jih analizirali. Z grafa 
slike 24 je razvidno, da acetilsalicilna kislina, hidrokortizol, cimetidin, histamin in 
paracetamol ne tvorijo nobene interakcije z BSA. Kvercetin, kortizon in prednizolin se šibko 
vežejo na BSA, ibuprofen pa ima z BSA močno interakcijo, zato smo se v nalogi nanj tudi 
bolj osredotočili. Naša izračunana teoretična maksimalna vrednost ob vezavi ibuprofena na 




 𝑥 𝑅𝑖𝑚 
 
Enačba 4: Izračun teoretične maksimalne vrednosti (Rmax), kjer MW liganda pomeni molekulsko maso 
liganda, MW analita pomeni molekulsko maso analita in Rim pomeni nivo imobilizacije liganda (GE 
Healthcare, 2008). 
     Rmax =
206,29 𝑔/𝑚𝑜𝑙
66500 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 𝑥 13300 𝑅𝑈 = 41,23 𝑅𝑈. 
 
 
Slika 23: Titracija bilirubina. Različne koncentracije bilirubina (1700 – 106 nM) vbrizgane na čip z vezanim 
albuminom. Naraščajoči del krivulje predstavlja asociacijo, padajoči del pa disociacijo bilirubin iz albumina. 
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Realna maksimalna vrednost ibuprofena, odčitana z grafa, je 67 RU. Iz tega lahko sklepamo, 
da se ibuprofen veže na več vezavnih mest BSA, saj se nanj veže več kot ena molekula. 
 
 
Izračunali smo tudi teoretično maksimalno vrednost ob vezavi kvercetina, kortizona in 
prednizolina. 
 
Preglednica 8: Izračuni teoretične in realne maksimalne vrednosti zdravilnih učinkovin. Rezultati so 
prikazani v resonančnih odzivnih enotah (RU), kjer 1000 RU predstavlja 1 ng/mm2. 
Zdravilna učinkovina Teoretična maksimalna 
vrednost [RU] 
Realna vrednost [RU]  
kvercetin 60,45 15 
kortizon 72,5 19 
prednizolin 72 21 
Slika 24: Rezultat analize 100 µM zdravilnih učinkovin. Ibuprofen kaže močno interakcijo z albuminom. 
Kvercetin, kortizon in prednizolin se šibko vežejo na albumin. Acetilsalicilna kislina, hidrokortizol, cimetidin, 
histamin in paracetamol pa ne tvorijo nobene interakcije z albuminom. 
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Iz tega lahko sklepamo, da ima BSA eno vezavno mesto za te spojine. Hitrost asociacije in 
disociacije je zelo velika, kar je značilno za vezavo majhnih spojin. 
 
Zaradi pridobljenih rezultatov smo se odločili, da analizo nadaljujemo na zdravilni 
učinkovini, ki je imela najintenzivnejšo vezavo. Pripravili smo titracijo ibuprofena (sl. 25) z 
najvišjo koncentracijo 20 µM. Izračunali smo, da je Rmax ibuprofena 41,23 RU, in približno 
takšno vrednost je dosegla 5 µM koncentracija ibuprofena. 10 µM koncentracija je dosegla 
60 RU, 20 µM pa 88 RU. Z grafa 25 lahko vidimo, da ibuprofen hitro asociira na BSA in 
hitro disociira s proteina. To nakazuje na hitro interakcijo med molekulami. Prav tako je 
koncentracija 20 µM dosegla približno dvakrat višjo realno vrednost, kot je izračunana 
vrednost  Rmax, kar nakazuje na vezavo več molekul ibuprofena na sam BSA. 
 
 
Slika 25: Titracija ibuprofena v koncentracijskem območju od 20 – 0,625 µM kaže, da se na eno molekulo 
albumina pri koncentraciji 20 µM veže več kot le ena molekula bilirubina.  
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S krivulje na sliki 26 lahko razberemo, da je do koncentracije 10 µM vidno zasičevanje, nato 
pa se pri koncentraciji 20 µM odziv še dodatno poveča. Iz tega lahko sklepamo, da se 
ibuprofen v koncentracijskem območju do 10 µM veže na eno vezavno mesto, pri višjih 
koncentracijah pa očitno zaseda več vezavnih mest na BSA. 
 
 
Slika 27: Kompetativna vezava med 1 µM BIL in različnimi koncentracijami ibuprofena (vrednosti so v 
µM) 
Slika 26: Titracija – umeritvena krivulja. Do koncentracije 10 µM je opazno zasičevanje na molekuli 
albumina, saj nagib postaja položen. Pri koncentraciji nad 10 µM pa se odziv še poveča, zato sklepamo, da se 
na eno molekulo albumina veže več molekul bilirubina. 
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Znano je, da ibuprofen spada med zdravilne učinkovine, ki z BIL tekmujejo za vezavno 
mesto na BSA. Poskus na sliki 27 smo zasnovali tako, da smo vezavo 1 µM BIL preverjali 
z različnimi koncentracijami ibuprofena, navedenimi v legendi. S slike 24 lahko razberemo, 
da ibuprofen pri nižjih koncentracijah (0,625 µM in 1,25 µM) nima vpliva na vezavo BIL. 
Predvidevamo, da je pri koncentraciji 2,5 µM ibuprofena z 1 µM BIL prišlo do napake ali 
prisotnosti artefakta, saj ima 5 µM koncentracija ibuprofena manjši odziv. Za 5 µM, 10 µM 
in 20 µM koncentracije ibuprofena z 1 µM BR lahko potrdimo vpliv na vezavo na BSA. 
 
 
Na sliki 28 lahko primerjamo vezavo samega ibuprofena, BIL in njune skupne raztopine. 
BIL se počasi veže na BSA in počasi disociira, medtem ko ima ibuprofen hitro interakcijo z 
BSA. Oba skupaj dajeta višji odziv od vsakega posebej, zato predvidevamo, da na BSA 
obstajajo tako skupna kot različna vezavna mesta, kamor se molekuli vežeta.  
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4.4.2 Metoda mikrotermoforeze (MST)  
Slika 29: Metoda MST brez označevanja: a) 16 vezavnih krivulj kompleksov BSA + BIL + ibuprofen pri 
MST metodi brez označevanja ob različnih koncentracijah ibuprofena. Fnorm predstavlja normalizirano 
fluorescenco triptofanov v vzorcu; b) Krivulja prileganja med točkami, ki predstavljajo različne koncentracije 
ibuprofena ob konstantnih koncentracijah BSA in BIL. 
 
Slika 29 prikazuje analizo z metodo MST brez označevanja. Slika 29a prikazuje vse štiri 
časovne faze metode MST na 16 vezavnih krivuljah kompleksov BSA + BIL + ibuprofen. 
Spodnjih pet krivulj, ki so ločene od preostalih šestih krivulj z manjšim presledkom, 
predstavlja komplekse, ki niso vezali ibuprofena, saj se termoforezno gibanje ob vezavi 
liganda spremeni. To pa povzroči spremembo v nastajanju nadaljnjih krivulj.  
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Vidimo, da se zaradi večje koncentracije dodanega ibuprofena mobilnost kompleksa 
spremeni, kar poveča  Fnorm in s tem fluorescenco triptofanov.  
Z meritvami smo določili disociacijsko konstantno (Kd) kompleksa, ki znaša 550 +/– 60 nM. 
S tem poskusom smo dokazali vezavo ibuprofena na kompleks BSA in BIL. Ugotovili smo 
tudi, da je za analizo potrebna vsaj dveurna inkubacija vzorca ter da vzorcev ne 
centrifugiramo (sl. 29b). 
 
Metodo MST brez označevanja smo imeli na voljo zgolj kratek čas, zato smo ostale rezultate 
pridobili z navadno metodo MST. Z različnima metodama smo tako za enak poskus določili 
dva različna Kd, in sicer pri metodi MST brez označevanja Kd = 550 nM in pri navadnem 
MST Kd = 7783 nM.  
 
V nadaljevanju smo z navadno metodo MST preučili še kompeticijo BIL in ibuprofena za 
vezavno mesto na BSA. Ta je razvidna s slike 30, kjer zeleni graf predstavlja vezavo BSA 
in ibuprofena, rdeči graf pa BSA, BIL in ibuprofena. Koncentracija BSA je znašala 200 nM, 
BIL1 µM, ibuprofen pa je v obeh primerih titriran od 50 µM. Kd zelene krivulje znaša 136 
nM, Kd rdeče krivulje pa 7783 nM. Pri večjih koncentracijah ibuprofena se mobilnost 
kompleksa spremeni, kar vidimo kot večjo fluorescenco barvila, ki je vezan na BSA. 
Slika 30: Krivulji prileganja med točkami, ki predstavljajo različne koncentracije ibuprofena; zelena 
krivulja predstavlja titriranje BSA z ibuprofenom, izmerjen Kd = 136 nM; rdeča pa titriranje kompleksa BSA 
in BIL z ibuprofenom, izmerjen Kd = 7783 nM. 
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V pričujoči raziskavi nam je z vsemi opravljenimi raziskovalnimi pristopi uspelo dokazati, 
da tako ibuprofen kot ketoprofen izpodrivata BIL z BSA in s tem povzročata nevrotoksičnost 
na preučevanih in vitro celičnih sistemih. Za preučevanje smo izbrali dva modela, ki s 
svojimi razmerji približno predstavljata dve različni klinični stanji. Razmerje  
BIL : BSA = 1 : 1 bi lahko ustrezalo stanju kernikterusa, razmerje BIL : BSA = 1 : 50 pa 
fiziološkemu stanju. Ker je bilirubin v visokih koncentracijah nevrotoksičen, smo poskuse 
celične viabilnosti izvedli na treh tipih celic iz centralnega živčnega sistema, kjer je 
poškodbe pri visokih vrednostih bilirubina moč izmeriti. 
 
5.1 IBUPROFEN POVEČA VSEBNOST PROSTEGA BILIRUBINA V  UMETNEM 
SERUMU 
Rezultati meritev prostega BIL so nam pokazali, da na razmerju BIL : BSA = 1 : 50, ki 
odgovarja fiziološkemu stanju posameznika, ibuprofen izpodriva BIL iz BSA. Kot je 
razvidno s slike 14b, se je vrednost prostega BIL povečala ob dodatku 0,1 mM ibuprofena. 
Podoben rezultat dviga prostega BIL ob dodatku ibuprofena smo opazili tudi, če vzorcev 
nismo ultracentrifugirali in tako nismo odstranili albumina in kompleksa albumin-bilirubin. 
Rezultat je bil slabši kot pri vzorcih z odstranjenim bilirubinom, zato smo prišli do zaključka, 
da je ultracentrifugiranje pomemben element našega eksperimentalnega pristopa. Na podlagi 
dodatnih poskusov smo ugotovili, da protein UnaG pretežno zaznava prosti BIL, in ne 
kompleksa albumin-BIL, kar je razvidno s slik 12 in 14. Razlike med filtriranimi in 
nefiltriranimi vzorci z odštetim ozadjem zastopajo enako nM razmerje, ki pa je značilno za 
prosti BIL in ne za celokupni BIL, ki se nahaja v µM območju. Težava je v tem, da ima 
UnaG do bilirubina večjo afiniteto kot do albumina, zato lahko pride do porušitve 
ravnotežnega stanja med prostim BIL in BIL-albuminom. Nekaj BIL se lahko sprosti iz 
kompleska BIL-albumin in  posledično izmerimo višji fluorescenčni signal. Z 
ultracentrifugacijo, ki ne prepušča proteinov, večjih od 3 kDA, smo odstranili albumin in 
kompleks albumin-bilirubin ter kompleks ibuprofen-albumin. V ultracentrifugatu smo torej 
imeli samo prosti bilirubin in prosti ibuprofen. Standardne krivulje (sl. 13) za PBS in  
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PBS + DMSO so linearne, medtem ko je krivulja PBS + DMSO + 0,1 mM ibuprofen manjša 
za 37,4 %. Manjši signal lahko pomeni, da tudi ibuprofen tekmuje z BIL za vezavo na protein 
UnaG. 
 
Fluorescenčna meritev prostega BIL s pomočjo biosenzorja UnaG je uporabna metoda, s 
katero lahko kvantitativno določimo prisotnost BIL. Prav tako je metoda, za katero niso 
potrebne velike količine biološkega vzorca. Trenutna slabost metode z vidika »high-
throughput« je, da še ne poznamo vseh molekul, s katerimi se protein UnaG povezuje, zato 
je pred vsako analizo z novo zdravilno učinkovino potrebno predhodno narediti nove 
standardne krivulje in preučiti vpliv ozadja. Ima pa ta raziskovalni pristop velik potencial za 
nadaljnje preizkušanje zdravil, ki tekmujejo z BIL na istem vezavnem mestu na ALB. 
 
5.2 IZPODRIVANJE BILIRUBINA Z ALBUMINA VPLIVA NA CELIČNO 
VIABILNOST 
Pred začetkom testa celične viabilnosti nas je zanimal neposredni vpliv ALB in ibuprofena 
per se na celice, z namenom izključitve vpliva posamezne molekule na celice. BSA per se 
tako pri celicah N2A (sl. 16a) kot tudi pri celicah SH-SY5Y (sl. 16b) nima statistično 
pomembnega vpliva. Ibuprofen per se pri celicah N2A nima vpliva (sl. 17a), pri celicah  
SH-SY5Y pa viabilnost pri koncentraciji 10-4 M upade (sl. 17b). Glede na odziv 
koncentracije 10-3 M, ki kaže, da ibuprofen nima vpliva na viabilnost celic, predvidevamo, 
da je v poskusih pri koncentraciji 10-4 M ibuprofena prišlo do napake.  
 
Naredili smo veliko kontrolnih poskusov. Kontrola izključno z DMEM (brez BIL) 
predstavlja optimalno viabilnost celičnih kultur, saj tu njihovo delovanje ni moteno. Na vseh 
tipih celic lahko vidimo, da je fiziološki model, ki ga predstavlja razmerje  
BIL : BSA = 1 : 50, popolnoma primerljiv s kontrolo z DMEM (brez BIL). Njegova 
viabilnost ni nikoli zmanjšana, medtem ko se viabilnost na modelu kernikterusa, ki ga 
predstavlja razmerje BIL : BSA = 1 : 1, v primeru nevroblastomskih linij pričakovano 
zmanjša (sl. 15b in c). Podobnega rezultata nam ni uspelo prikazati tudi na astrocitih (sl. 
15a), kar kaže, da so astrociti odpornejši na visoke vrednosti BIL. To je pričakovano, saj so 
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astrociti v splošnem manj občutljivi kot nevroni oz. nevroblastomi (Giffard in Swanson, 
2005). 
 
Pri poskusih z ibuprofenom smo ugotovili, da ibuprofen povzroči nevrotoksično delovanje 
ter zmanjša celično viabilnost kot posledica dviga prostega BIL. Pri celicah N2A je 10-3 M 
ibuprofen povzročil močno zmanjšanje celične viabilnosti tako pri modelu kernikterusa kot 
tudi pri fiziološkem modelu (sl. 19a in b). Pri celicah SH-SY5Y se je ta fenomen pojavil 
samo pri fiziološkem modelu (sl. 20b), medtem ko pri modelu kernikterusa (sl. 20a) ni bilo 
statistično pomembnih rezultatov. To je pričakovano, saj je sam kernikterus zmanjšal 
viabilnost celic za 43,5 % (sl. 20b), dodatni porast BIL ob dodatku ibuprofena pa 
nevrotoksičnosti v našem poskusu ni dodatno povečal. Terapevtske vrednosti ibuprofena so 
med 200 – 400 mg, kar znaša 0,106 mM – 0,135 mM, medtem ko se izpodrivanje BIL iz 
ALB v našem poskusu kaže pri 1 mM koncentriacij. Toksični učinki in hudi simptomi se 
kažejo pri več kot 400 mg/kg zaužitega ibuprofena, kar predstavlja stopetdeset 200 mg tablet. 
 
Pri astrocitih se je pri modelu kernikterusa in fiziološkem modelu pojavil enak rezultat (sl. 
18). Tudi dodatek ibuprofena ni uspel povzročiti poškodbe astrocitov. Rezultati kažejo, da 
so astrociti manj občutljive celice v primerjavi z nevroblastomskimi celičnimi linijami, kot 
je razvidno že iz kontrolnega poskusa ob modelu kernikterusa. 
 
Prav tako nam je uspelo dokazati, da 10 µM ketoprofen povzroča izpodrivanje BIL z BSA 
na obeh modelih celic N2A (sl. 19a in b). Tako pri razmerju BIL: BSA = 1 : 50 (sl. 19a) kot 
tudi pri razmerju  BIL : BSA = 1 : 1 (sl. 19b; p ≤ 0,001) je ketoprofen povzročail manjšo 
celično viabilnost. Pri celicah SH-SY5Y (sl. 20) ketoprofen sicer zmanjšuje celično 
viabilnost, a ta razlika ni bila statistično pomembna. Upada celične viabilnosti zaradi 
prisotnosti ketoprofena pri astrocitih ni bilo opaziti pri nobenem razmerju BIL : BSA (sl. 
18). Takšen rezultat smo pričakovali na podlagi poskusov izvedenih na ibuprofenu. 
Zanimivo dejstvo je, da med pregledovanjem znanstvene literature nismo zasledili 
informacij o izrivanju BIL z ALB zaradi ketoprofena. Smo pa ugotovili, da dvig bilirubina 
spada pod redke (< 0,1 %) stranske učinke na spletnem portalu www.drugs.com 
(Uporabljeno dne: 13. 5. 2017 (Drugs.com, 2000)). Tu je prav tako omenjena zlatenica, a 
pogostost stranskega učinka ni zabeležena. Terapevtski odmerek je 100 mg/dan (40,9 uM) 
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oz. maksimalni vnos do 300 mg/dan (Povzetek glavnih značilnosti zdravila. Uporabljeno 
dne: 14. 2. 2018). 
 
Na vseh celičnih tipih smo testirali tudi druge šibke analgetike: indometacin, paracetamol in 
aspirin. S temi poskusi, ki so nam služili kot negativne kontrole, smo dodatno potrdili, da te 
zdravilne učinkovine ne izpodrivajo BIL z ALB (sl. 18–20). Aspirin smo uporabili, saj se v 
kar 85 % veže na serumski albumin (Aarons in sod., 1980), vendar na drugo vezavno mesto 
kot bilirubin, zato ne pride do medsebojnih interakcij.  Paracetamol se sicer šibko veže na 
plazemske proteine, v obsegu 15–25 % (Milligan in sod., 1994), vendar na drugo vezavno 
mesto na ALB, zato ne izriva BIL z albumina (Aarons in sod., 1980). Pomembna kontrola 
so bili tudi poskusi z indometacinom, ki se veže na ALB na vezavno mesto, ki je v bližini 
vezavnega mesta za BIL (Lam in sod., 1983). V drugih raziskavah so pokazali, da 
indometacin ne izriva BIL s serumskega albumina (Shankaran in sod., 1982), podobno kot 
smo opazili tudi v naših poskusih.  
 
Test celične viabilnosti je standardna metoda, ki smo jo izbrali zaradi njene robustnosti, ki 
omogoči lažjo interpretacijo rezultatov. V primerjavi z metodami, ki merijo število mrtvih 
celic, npr. metoda metilenskega barvila, je bolj uporabna, saj Alamar blue oz. resazurin kaže 
celično viabilnost. Ta metoda je hitra, ponovljiva in ima »high-throughput« potencial. 
Resazurin je komercialno dostopna molekula, zato ni potrebna predhodna sinteza v 
laboratoriju. 
 
5.3 IBUPROFEN DIREKTNO VPLIVA NA VEZAVO BILIRUBINA NA ALBUMIN 
Pri metodi SPR nam je uspelo dokazati, da nižje koncentracije ibuprofena (< 5 µM) nimajo 
vpliva na vezavo BIL na BSA. Pri višjih koncentracijah, kot so 5, 10 in 20 µM ibuprofena v 
vzorcu, pa slednji bistveno vpliva na vezavo BIL na BSA. To je razvidno iz oblike grafov 
na sliki 27, ki se močno spremeni v omenjenem koncentracijskem območju. Predvidevamo 
da je pri koncentraciji 2,5 µM prišlo do zaznavanja artefakta, saj daje 5 µM koncentracija 
ibuprofena nižji odziv. Slika 25 nam poda informacijo o vezavi samega ibuprofena na BSA 
in v primerjavi s sliko 27 so opazne številne razlike v velikosti signalov. Iz teh rezultatov 
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sklepamo, da oba tekmujeta za vezavna mesta na BSA, ampak šele pri višjih koncentracijah 
ibuprofena. Tako na BSA obstajajo vezavna mesta, kjer poteka kompeticija, ter vezavna 
mesta, ki jih zaseda sam ibuprofen, saj je skupni odziv ibuprofena in BIL višji od odziva 
samega ibuprofena. 
 
Na sliki 26 je umeritvena krivulja titriranega ibuprofena. Tu lahko vidimo zasičevanje pri 10 
µM, pri koncentraciji 20 µM pa se odziv še dodatno poviša, zato sklepamo, da se ibuprofen 
začne vezati še na druga vezavna mesta. Glede na to, da odzivi pri nižjih koncentracijah 
ibuprofena (do 5 µM) niso motili vezave BIL, predvidevamo, da ibuprofen prične 
tekmovanje z BIL za skupno vezavno mesto na BSA pri višjih koncentracijah. Težava je v 
tem, da ima molekula BSA veliko vezavnih mest za prenos molekul in je te številne 
interakcije zelo težko preučevati. 
 
Iz oblike krivulj na sliki 23 lahko opazimo, da je asociacija BIL na BSA potekla hitro, saj se 
levi del krivulje močno dviga. Po eni minuti smo prenehali z injiciranjem BIL, čemur je 
sledila počasna disociacija, ki je razvidna iz desnega dela krivulje. To pomeni, da se je BIL 
počasi vezal iz BSA. Razvidno je, da se BIL v eni minuti, namenjeni disociaciji, še ni v celoti 
razvezal iz BSA, za snemanje odziva bi tako potrebovali več časa. Disociacija je odvisna od 
hitrosti interakcije med molekulami in same učinkovine. Iz oblike krivulje lahko tako 
razberemo hitrost in jakost vezave med molekulami. Zaradi počasne disociacije lahko 
rečemo, da je jakost vezave BIL na BSA močna. Tudi pri »fitanju« krivulje smo ugotovili, 
da graf ni skladen z modelom v razmerju 1 : 1, kar pomeni, da se na eno molekulo BSA ne 
veže samo ena molekula BIL. To je v skladu z literaturnimi viri, kjer se opisuje, da se na eno 
molekulo albumina vežeta dve molekuli bilirubina (Jacobsen in Brodersen, 1983). S slike 25 
pa lahko razberemo, da je asociacija ibuprofena na BSA zelo hitra, enako hitra pa je tudi 
disociacija, kar pomeni, da je afiniteta vezave ibuprofena na BSA veliko manjša kot afiniteta 
vezave BIL na BSA. 
 
Metoda SPR je trenutno najboljša metoda za merjenje interakcij ligandov z beljakovinami 
(Liang, Zeng Xiangqun, & Tang Yijun, 2011). Zato smo s to metodo želeli dodatno potrditi 
vpliv ibuprofena na vezavo BIL na BSA. Gre za hitro metodo, ki ima potencial za 
preučevanje velikega števila zdravilnih učinkovin in njihovih interakcij z BIL in BSA. Z njo 
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bi lahko testirali in morda odkrili tudi nove snovi, ki povzročajo izpodrivanje BIL, ter tako 
pripomogli k večji bazi podatkov za prihodnje generacije. 
 
Z metodo MST nam je uspelo dokazati kompeticijo med molekulama BIL in ibuprofen za 
vezavo na BSA. Z uporabo navadne MST (z označevanjem) smo določili disociacijske 
konstante, kot je prikazano na sliki 30, in sicer Kd za kompleks BSA + BIL + ibuprofen 
znaša 7783 nM, Kd za kompleks BSA + ibuprofen pa 136 nM. Večja vrednost Kd pomeni 
šibkejšo vezavo molekul. V trikomponentnem sistemu smo opazili višji Kd kot pri sistemu 
BSA-ibuprofen, kar kaže na kompetitivno vezavo BIL in ibuprofena. Nadalje smo z metodo 
MST brez označevanja za trikomponentni sistem, torej BSA + BIL + ibuprofen, dobili  
Kd = 550 +/– 60 nM (sl. 29a, b). Predvidevamo, da so rezultati metode MST brez 
označevanja realnejši in pravilnejši, saj smo pri navadnem MST imeli težave pri označevanju 
BSA. Do tega je najverjetneje prišlo zaradi same narave molekul BIL in BSA, kar je 
povzročilo neenakomerne fluorescence redčitvene vrste. 
 
5.4 PRIMERJAVA NAŠIH REZULTATOV Z OSTALIMI RAZISKAVAMI  
Zanimivo je, da so nekatere raziskave v in vivo pogojih opazile, da ibuprofen nima učinka 
na vezavo BIL na BSA (Amin in Miravalle, 2012; Desfrere in sod., 2012), medtem ko pri 
večini in vitro poskusov ibuprofen povzroči povečanje prostega BIL v krvi (Diot in sod., 
2010). V raziskavi, kjer so intravenozno uporabili ibuprofen v priporočenih terapevtskih 
odmerkih, kot jih naročajo smernice za bolnike z ductus arteriosus pri stabilnih 
novorojenčkih (<30 tednu nosečnosti), do izpodrivanja BIL ni prišlo (Amin in Miravalle, 
2012). Podobne rezultate je potrdila druga raziskava (Desfrere L., Thibaut C., Kibleur Y., 
Barbier A., Bordarier C., 2012). Na drugi strani pa poročajo učinke izpodrivanja BIL s HSA 
zaradi prisotnosti ibuprofena (Soligard in sod., 2010). Prav tako o izpodrivanju govori in 
vitro študija Diota in sod., kjer je ibuprofen v koncentraciji 970 µM (200 µg/ml) povzročil 
povečanje prostega BIL v serumu. Pri nižjih koncentracijah (48,5 µM–485 µM) pa do 
izpodrivanja ne pride (Diot in sod., 2010). Podobne koncentracije smo uporabili v našem 
poskusu, in sicer 0,1 mM in 1 mM ibuprofen. Vse zgoraj omenjene raziskave so temeljile na 
fizioloških vrednostih BIL v serumu, zato je bil učinek izpodrivanja nižji, kar pa smo opazili 
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tudi v naših poskusih. Medtem ko je v poskusih, kjer smo simulirali klinično stanje 
kernikterusa prišlo do večje zasičenosti ALB z BIL in posledično je ibuprofen dosegel večje 
izpodrivanje BIL iz vezavnega mesta na ALB pri N2A celicah.  
 
Različne rezultate in ugotovitve bi lahko pojasnili glede na izvajanje eksperimenta kot in 
vivo ali in vitro. Pri in vivo se odvijajo kompleksnejši procesi, kjer obstaja ravnovesje med 
vezanim in nevezanim BIL v serumu. Nekonjugirani BIL se nadalje tudi razdeli po celotnem 
telesu (tkiva). Z zmanjšanjem vezave BIL na BSA pride do povečanja nekonjugiranega BIL, 
ki se porazdeli v telesna tkiva in vzpostavi se novo ravnovesje v telesu (celokupni BIL, 
nekonjugirani BIL v tkivu in v serumu). Volumen porazdelitve prostega bilirubina v tkiva je 
zato večji (od volumna plazme) in posledično ne opazimo velikih sprememb, če merimo 
prosti bilirubin v krvnih vzorcih. Teh manjših razlik v spremembi nekonjugiranega BIL 
verjetno v kliničnih študijah ne zaznajo s standardnimi metodami. Pri in vitro situacijah pa 
nekonjugirani BIL ne more prehajati iz serumskega v tkivni predel, zato se vsako zmanjšanje 
v afiniteti vezave BIL in BSA pokaže kot povečanje nevezanega nekonjugiranega BIL 
(prosti BIL) v primerjavi z in vivo situacijami. Tako je potrebno in vitro poskuse obravnavati 
kot občutljivejše na spremembe v afiniteti med BIL in BSA. Zanimiv podatek je tudi, da je 
število vezavnih mest za BIL na BSA enako ob dodatku ibuprofena ali brez njega, kar kaže 
na kompeticijo med ibuprofenom in BIL (Soligard in sod., 2010). 
 
Naše poskuse smo sestavili tako, da je bila naša prototipna molekula ibuprofen. Izbrali smo 
ga zato, ker smo v literaturi že zasledili analize, ki kažejo, da pri novorojenčkih prihaja do 
izpodrivanja BIL zaradi prisotnosti ibuprofena, kar povzroči klinična stanja kernikterusa 
(Furlan in sod., 2010; McCandless, 2011; Gazzin in sod., 2016; Soligard in sod., 2010). 
Ketoprofen in ostale šibke analgetike pri testu celične viabilnosti pa smo izbrali, ker spadajo 
v skupino šibkih analgetikov. Tako smo z našimi analizami dobili rdečo nit eksperimenta, 
saj smo s pomočjo literature sestavili različne modele umetnih serumov. Najprej smo s 
pomočjo fluorescenčne meritve prostega BIL dokazali, da ibuprofen poveča prosti BIL. 
Temu je sledil in vitro poskus na celičnih kulturah, kjer smo dokazali, da ibuprofen preko 
povečanje prostega BIL povzroči slabšo celično viabilnost pri celičnih linijah 
nevroblastoma, ne pa pri astrocitih. Nato smo še z metodama SPR in MST potrdili, da pride 
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do direktne interakcije BIL in ALB na nivoju molekul ter da pride med ibuprofenom in BIL 
do kompeticije za isto vezavno mesto na albuminu. 
5.5 ZAKLJUČEK 
Zaključimo lahko, da tako ibuprofen kot tudi ketoprofen tvorita interakcijo z BIL in ga pri 
višjih koncentracijah izpodrivata z BSA, kar smo tudi predvideli v naših hipotezah. S 
farmakološkega vidika je pomembno, da nam je uspelo vzpostaviti zaključeno platformo, 
sestavljeno iz različnih in vitro poskusov. Ta platforma bo ob nadaljnji optimizaciji služila 
za rešetanje številnih zdravilnih učinkovin, ki niso še nikoli bila testirana za potencialno 
interakcijo z BIL na vezavno mesto na ALB. Potrdili smo tudi svojo drugo hipotezo, da 
koncentracija ALB v umetnem serumu vpliva na delež nevezanega prostega BIL. 
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V pričujoči raziskavi smo z različnimi metodami preučevali vpliv šibkih analgetikov na 
vezavo BIL na serumski ALB. Vzpostavili smo nove modele, ki so predstavljali različna 
klinična stanja, in z njihovo pomočjo spremljali izpodrivanje BIL, celično viabilnost in 
interakcije med molekulami. 
  
Pri naših analizah smo prišli do sledečih sklepov: 
1. Ibuprofen in ketoprofen izrineta BIL z ALB, medtem ko pri ostalih testiranih šibkih 
analgetikih do tega ni prišlo. 
2. V primeru modela kernikterusa je z ibuprofenom in ketoprofenom izrinjeni BIL 
deloval nevrotoksično in poslabšal celično viabilnost nevroblastomskih celic N2A. 
3. V prihodnosti je potrebno namesto govejega albumina (BSA) uporabiti humani 
albumin (HSA). Afiniteta vezave BIL na HSA je večja kot pri BSA. S tem se bomo 
bolj približali človeškemu modelu in ustvarili humano platformo za preizkušanje 
vpliva zdravil na vezavo BIL na serumski albumin. 
 
Potenciali za nadaljnjo raziskavo so veliki. Nova platforma omogoča razvoj metode 
rešetanja spojin, ki bi v kratkem času pridobili visoko število rezultatov ter posledično 
identifikacijo potencialnih molekul, ki povzročajo nevrotoksičnost z izpodrivanjem BIL z 
vezavnih mest na BSA. Prav tako se lahko platforma uporabi za iskanje novih zdravilnih 
učinkovin, ki bi v fiziološkem stanju povečali vrednosti prostega bilirubina z albumina. Tako 
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Bilirubin je pigment, ki nastane v kaskadi katabolizma hema. Dnevna tvorba BIL je  
250–300 mg, kar v krvi znaša med 5 in 17 µM celokupnega BIL. BIL sam po sebi ni toksičen 
za organizem, saj se po svoji presnovni poti v večini primerov izloči iz telesa. Težava 
nastane, če se serumska koncentracija BIL poveča nad 300 µM, saj lahko vodi do različnih 
patofizioloških pojavov. Prosti BIL predstavlja bioaktivno obliko, ki prehaja skozi krvno-
možgansko bariero in pri zdravih ljudeh znaša okoli 10 nM. 
 
Najpogostejše stanje je neonatalna ali fiziološka hiperbilirubinemija, ki pa ne razvije hudih 
patologij in jo danes zdravimo s fototerapijo. Pri novorojenčkih pride do pojava zlatenice, 
ko BIL preseže raven med 5 in 6 mg/dl oz. 86–103 µM/L. Pri hudih oblikah se celokupni 
BIL dvigne na več kot 20 mg/dl oz. 342 µM/L, kar poveča možnost nastanka kernikterusa. 
Gre za možgansko poškodbo, kjer prosti nekonjugirani BIL prehaja skozi krvno-možgansko 
bariero in se nalaga na specifična mesta v možganih. To povzroča nevronske motnje, 
kasnejši motorični razvoj, duševno zaostalost, epilepsijo, cerebralno paralizo ter lahko vodi 
v smrt. Pri odrasli populaciji se lahko pri bolnikih z akutnimi ali kroničnimi boleznimi jeter 
pojavi hepatična encefalopatija, ki se kaže v motnjah zavesti, komi, možganskih edemih in 
smrti. Povečana je tudi koncentracija bilirubina, kar prispeva k nevrotoksičnosti.  
 
Bilirubin ima pri nizkih koncentracijah (10 µM) zaščitno vlogo. V študijah so dokazali 
obratno sorazmeren vpliv na razvoj srčno žilnih bolezni, arterioskleroze in zvišanega 
krvnega tlaka. Prav tako prosti nekonjugirani BIL postaja pomemben biološki kazalec 
zdravstvenega stanja posameznikov.  
 
Namen naše raziskave je bil izmeriti ravnotežje med vezanim in prostim nekonjugiranim 
BIL na BSA v in vitro pogojih. Z našimi rezultati lahko potrdimo, da večja koncentracija 
BIL v serumu povzroča poškodbo na nevroblastomskih celicah. Prav tako lahko potrdimo, 
da dodatek določenih zdravilnih učinkovin vpliva na izpodrinjanje samega BIL z vezavnega 
mesta na BSA. Pred začetkom eksperimentalnega dela smo testirali vpliv izbrane zdravilne 
učinkovine in BSA per se na delovanje celic.  
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Kot prototipno molekulo smo izbrali ibuprofen. Ibuprofen in BSA nimata nobenega vpliva 
per se, zato smo nadaljevali s kompleksnimi modeli. Preučili smo vpliv različnih zdravilnih 
učinkovin na kompetitivno interakcijo z BIL na vezavnem mestu na BSA. V pričujoči študiji 
nam je uspelo dokazati, da obstajajo določeni šibki analgetiki, kot sta ibuprofen in 
ketoprofen, ki izpodrivajo BIL z vezavnega mesta na BSA. Prav tako smo uspeli dokazati, 
da je koncentracija ALB pomembna pri vrednostih prostega BIL oziroma pri vplivu 
ibuprofena na izpodrivanje BIL z BSA. V znanstveni literaturi se pojavljajo polemike o 
delovanju ibuprofena na izpodrivanje BIL z vezavnega mesta na ALB. V naši študiji smo ta 
fenomen uspeli dokazati s pomočjo različnih metod. Gre za praktičen prikaz, s katerim bi 
lahko analizirali tudi druge zdravilne učinkovine in pridobili nova znanja o njihovem 
delovanju. To je pomembno predvsem pri zdravljenju novorojenčkov s hiperbilirubinemijo 
ali odraslih posameznikov z različnimi patofiziološkimi stanji, katerih življenja so lahko 
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